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RESUMO

A obesidade é considerada um dos maiores problemas de satde publica mundial, sendo que
no Brasil, a frequéncia de adultos obesos cresceu 60% em 10 anos, e tratamentos para a
obesidade envolvem dieta, préatica de exercicios fisicos, cirurgias, e frequentemente,
farmacoterapia. O ché verde é uma bebida consumida em todo o mundo, cuja popularidade é
dada pela presenca de flavonoides que possuem acdo anti-inflamatdria e antiobesogénica,
atuando no controle do metabolismo de lipideos. O objetivo desse estudo foi avaliar o teor da
epigalocatequina galato e a presenga de contaminantes inorganicos em diferentes marcas de
chés verdes comercializadas em capsula, e o efeito do tratamento deste produto em um
modelo animal de obesidade. Trata-se de um estudo experimental, onde foram utilizados
camundongos machos da linhagem C57BL6/J em dois ensaios; 0 primeiro com 17 semanas de
consumo de dieta hiperlipidica e dieta normolipidica, e 0 segundo com consumo de dieta e
tratamento com ché verde por 4 semanas. A avaliacdo dos contaminantes inorganicos por
espectrometria de absorcao atbmica com forno de grafite mostrou que os elementos arsénico e
cadmio encontraram-se dentro do limite maximo permitido por legislacdo, entretanto o
elemento chumbo foi encontrado em altas concentraces nos chas verdes em sete das onze
amostras avaliadas em concentragdes variando de 0,63 a 4,54 mg/Kg. Na analise da
epigalocatequina galato através do método de cromatografia liquida de ultra eficiéncia com
detector UV-VIS com arranjo de diodos, dez das onze amostras analisadas apresentaram um
perfil cromatografico semelhante ao apresentado pelo padrdo da catequina, e foram
identificados valores de epigalocatequina galato de 0,145 a 48,55 mg/g em todas as amostras
avaliadas. No ensaio de obesidade, os animais da dieta hiperlipidica tratados com cha verde
ndo apresentaram reducdo ou protecdo no peso corporal, quando comparado ao grupo dieta
hiperlipidica. Em contrapartida, foi observado que os animais da dieta normolipidica tratados

com cha verde apresentaram protecdo no ganho de peso corporal durante todo o tratamento.

Palavras-chave: Cha verde. Obesidade. Epigalocatequina-3-galato.



ABSTRACT

Obesity is considered one of the biggest public health issues in the world, where in Brazil the
frequency of adults with obesity increased in 60% in ten years. Obesity treatments involves
diet, exercise, surgery, and often, pharmacotherapy. Green tea is one of most consumed
beverages all over the world, whose popularity is known by the presence of flavonoids and
anti-inflammatory, lipid metabolism control and body weight control. This study aimed to
establish the content of epigallocatechin gallate in each samples, the presence of inorganic
pollutants, and the effect of its treatment in a diet induced obesity in mice. It is an
experimental study, where we used male mice C57BL6/J in two different assays, one with 17
weeks to evaluate the consume of a high-fat diet to induce obesity and a normolipid diet to
maintain weight gain; and in the other assay, animals were treated with green tea during four
weeks. The evaluation for inorganic contaminants by Graphite furnace atomic absorption
spectroscopy showed the elements arsenic and cadmium were within the fullest extent
permitted by Brazilian legislation, however, the lead element was found in high
concentrations in seven of eleven brands analyzed (0.63 to 4.54 mg/Kg). In the analysis of
epigallocatechin gallate by Ultra-high performance liquid chromatography, ten of eleven
brands analyzed showed a similar chromatographic profile as the standard chromatographic
and also showed values of epigallocatechin gallate among 0.145 to 48.55 mg/g. In obesity
assays, diet induced obesity animals treated with green tea showed no significant difference in
comparison to control group. However, normolipid diet fed mice treated with green tea

showed weight loss during all treatment.

Keywords: Obesity. Green tea. Epigallocatechin-3-gallate.
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maior de todos os capitais: a sua inteligéncia. Invista nela.
Estude!

Augusto Cury
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1 INTRODUCAO

1.1 Sobrepeso e obesidade - definigdes

A obesidade é uma condicdo onde o acimulo de tecido adiposo anormal ou excessivo
implica no desenvolvimento de um estado inflamatdrio cronico que gera riscos a salde,
predispondo a morbidade e a mortalidade (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2015). Ela
se manifesta a partir de um desequilibrio no balanco energético, em que o0 excesso de calorias
ingeridas leva ao gasto energético positivo; entretanto, esse balangco energético positivo pode
sofrer influéncia de fatores ambientais, comportamentais, psicoldgicos e genéticos (LEITE;
ROCHA E BRANDAO-NETO, 2009).

Individuos obesos diferem dos demais pela distribuicdo regional de gordura no corpo
que se localiza na regido abdominal, também conhecida como gordura androide, muito
comum em homens. Porém, quando presente em mulheres, eleva o risco para 0
desenvolvimento de complicagfes metabdlicas (WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2015).

O Indice de Massa Corporal (IMC) foi proposto por Quetelej, em 1835, sendo
expresso pelo peso em quilogramas do individuo dividido pelo quadrado da altura em metros.
Apesar de identificar a obesidade, o IMC néo é capaz de diferenciar a massa gorda da massa
magra (PUGLIA, 2004), mas o diagndstico da obesidade pode ser aprimorado através do uso
de medidas como a circunferéncia de cintura. O IMC pode ser classificado em termos de sua
gravidade, quando associada a outras doencas. Portanto, denomina-se sobrepeso quando o
IMC encontra-se entre as faixas de 25 a 29,9 kg/m?, obesidade de grau | quando a faixa de
IMC estéa entre 30 a 34,9 kg/m?, obesidade de grau Il entre 35 e 39,9 kg/m?, e obesidade de
grau Il ou obesidade mdrbida quando o IMC for maior que 40 kg/m? (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2000). Conforme o aumento desses indices, maior é a probabilidade no
desenvolvimento de doencas crénicas, como o diabetes, doencas cardiovasculares e cancer.

A incidéncia da obesidade no mundo mais que dobrou desde 1980, alcan¢ando agora o
status de Pandemia Mundial. Em 2014, a Organizacdo Mundial da Saide (OMS) estimou que
cerca de 39% da populagéo adulta (1,9 bilhGes de pessoas) estariam em estado de sobrepeso, e
13% (600 milhdes de pessoas) seriam diagnosticadas em estado de obesidade instalada
(MARTEL, 2016; DIAS, 2017), e estima-se que até 2025, cerca de 300 milhdes de pessoas
estardo em estado de obesidade instalada (LEAO e SANTOS, 2012). Em paises emergentes, 0
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aumento do sobrepeso e da obesidade em criancgas foi 30% maior quando comparado a paises
desenvolvidos (WANNMACHER, 2016).

1.2 Estado da obesidade no mundo desenvolvido e emergente

A obesidade é uma doenca comum em paises desenvolvidos como Estados Unidos da
Ameérica, Canada, Australia, Alemanha, Inglaterra. Nos Estados Unidos e na Gra-Bretanha, a
obesidade tem crescido de forma desordenada, alcancando mais da metade da populacéo. E o
impacto social e emocional decorrente dessa doenca sdo severos, podendo levar a uma
paralisia na economia devido aos enormes gastos provenientes dos cofres publicos que
excedem a 100 bilhdes de dolares por ano, acarretando em queda na produtividade e aumento
de gastos com a saude publica (SELLAYAH, CAGAMPANG, COX, 2014).

No Brasil, a obesidade tornou-se um problema de satde publica com gastos em cerca
de 1,5 bilhdes de reais por ano. Contudo, desse valor, 600 milhGes de reais sdo provenientes
do Governo para o Sistema Unico de Satde (LEITE; ROCHA E BRANDAO-NETO, 2009 e
ANJOS, 2006).

Em 2008-2009 foi realizada a Gltima Pesquisa de Orcamentos Familiares (POF),
indicando que a obesidade ja atingia cerca de 14,8% da populacéao brasileira maior de 18 anos,
onde 12,5% dessa populagdo acometida eram do género masculino, seguido pelo género
feminino 16,9% em todo o pais (BRASIL, 2010a). Atualmente, segundo dados da Gltima
Vigilancia de Fatores de Risco e Protecdo para Doencas por Inquérito Telefénico (VIGITEL)
de 2016, a frequéncia de adultos com excesso de peso no Brasil sofreu uma variagao de 47% a
66% em diversas capitais, como Rio Branco (65,8%), Cuiabd (62,1%) e Porto Alegre
(62,1%). Sendo a menor frequéncia de excesso de peso encontrada na cidade de Palmas
(41,7%), e na cidade de Florianopolis (42,1%). Em relacdo a obesidade, a frequéncia da
doenca apresentou maior prevaléncia na cidade de Rio Branco (24,8%), seguida das cidades
de Jodo Pessoa (23,8%) e Maceio (22,5%), sendo as menores frequéncias da doenca
encontradas nas cidades de Goiania (14,5%), Floriandpolis (14,1%) e em Sdo Luis do
Maranhdo (12,5%) (BRASIL, 2017).

Esses estudos mostram que a prevaléncia da desnutricdo no Brasil teve um declinio
nas Ultimas décadas, enquanto houve um aumento do sobrepeso e da obesidade,
principalmente entre adultos. A prevaléncia aumentou em quase trés vezes entre 0 género
masculino, atingindo 50,1% para sobrepeso, e 18,5% para obesidade, e em quase duas vezes

entre o género feminino, onde 48% da populacdo feminina apresentava sobrepeso e 28,7%
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obesidade. A transicdo do estado nutricional de desnutricdo para a obesidade na populagéo
brasileira deve-se em virtude de mudancas econémicas, sociais e demograficas decorrentes do
processo de modernizacdo mundial ( WANDERLEY e FERREIRA, 2010).

As mudancas econdmicas e 0 processo de modernizacdo mundial, principalmente no
ramo alimenticio levaram a populacdo a mudar os habitos alimentares, de forma que o
consumo de alimentos industrializados teve um aumento de 216%, seguido de queda em cerca
de 40% em itens basicos da dieta brasileira como arroz, feijdo e frango. Com isso, identificou-
se uma insuficiéncia no consumo de frutas, legumes e verduras em todos 0s segmentos
populacionais, e a deficiéncia no consumo desses alimentos basicos da dieta brasileira,
acarretou na deficiéncia de determinados micronutrientes o que soma com o problema de
salde global que atinge cerca de 2 bilhdes de pessoas no mundo. Ledo e Santos (2012)
mostram que a ingestdo insuficiente de micronutrientes, assim como de compostos bioativos
estd entre os dez principais fatores de risco para o desenvolvimento de doencgas, como a
obesidade, e o terceiro fator de risco prevenivel de doencgas crénicas ndo transmissiveis
(DCNT) como o diabetes tipo 11 (LEAO e SANTOS, 2012).

1.3 Aspectos do tecido adiposo

A obesidade é considerada um processo patologico e inflamatério de causas
multifatoriais e poligénica (HERRERA e LINDGREN, 2010), e 0 excesso de peso é um dos
principais fatores de risco para o desenvolvimento de DCNT. Estudos mostram que a
obesidade esta associada a um maior risco de desenvolvimento de véarias doencas metabdlicas
como o diabetes mellitus tipo Il, doenca cardiovascular, acidente vascular encefalico, cancer,
doencas respiratdrias, osteoartrite, varios tipos de cancer (MARTEL, 2016; OLIVEIRA,
2013), dislipidemias secundarias e hepatite ndo-alcodlica (GIORDANO, FRONTINI e CINTI,
2016).

O tecido adiposo é um tecido conjuntivo composto por diferentes tipos celulares como
adipdcitos, células endoteliais, macrofagos, células do estroma vascular, fibroblastos, pré-
adipdcitos e histidcitos, sendo o maior tecido de estocagem de energia na forma de
triacilglicerol (TGA), e tem como funcdes: modelar a superficie corporal, participacdo no
processo de isolamento térmico do organismo, preenchimento de espacos intersticiais,
formacdo de coxins absorventes de choques, além de atuar como glandula enddcrina
(POULOS; HAUSMAN e HAUSMAN, 2010; ROSEN e SPIEGELMAN, 2006). Ele é

dividido em trés subtipos de tecido: tecido adiposo branco (TAB), tecido adiposo bege ou
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tecido adiposo marrom induzido (iTAM) e tecido adiposo marrom (TAM) (HARMS e
SEALE, 2013).

O TAM é ricamente vascularizado associado a presenca de mitocondrias em seu
citoplasma (adipdcitos marrons) ricas em citocromo oxidase, além da presenca de proteina
desacopladora-1 (UCP-1) que estdo associadas com a producao de calor através de gradientes
eletroquimicos que leva a sintese de ATP, estimulando a atividade da cadeia respiratoria
(HARMS e SEALE, 2013). Em animais como ratos e camundongos, 0 TAM esta localizado
na area interescapular e nas axilas dos animais, e em humanos esta presente na regido da
traqueia proximo a tireoide, mediastino, paracervical e supraclavicular (VIJGEN, 2011; LEE,
2011).

A ativacdo do TAM promove o aumento do gasto calorico, reduzindo a adiposidade e
protegendo o organismo contra a obesidade induzida por dieta. Tanto a presenca quanto o
papel do TAM em humanos é controversa, em achados mais recentes, observou-se que a
ativacdo desse tipo de tecido € um alvo promissor no tratamento contra a obesidade.
Giordano, Frontini e Cinti (2016) mostraram que apds a exposi¢do cronica ao frio ou a
estimulacdo de adrenoreceptor-3-p, o tecido adiposo branco torna-se amarronzado, sendo esse
fendmeno derivado da expressdo de UCP-1 em adipécitos brancos multiloculares que também
podem ser convertidos a adip6citos amarronzados com a pratica de exercicios fisicos
(GIORDANO, FRONTINI e CINTI, 2016).

A presenca de UCP-1 também é encontrada em adip6citos do TAB, contudo, pela
presenca de acdo termogénica, esse tecido é caracterizado como iTAM ou tecido adiposo
marrom recrutavel. Similar ao TAM encontrado em camundongos, o iTAM é definido por seu
contetdo lipidico com presenca de mitocondrias e a expressao de genes especificos como a
UCP-1 e Pgcla (gene codificador do receptor de proliferacdo-ativada de peroxissoma-y
coativador de 1-a)). Apesar de ser um tecido que exerce fungdo de termogénese, os adipocitos
do iITAM sdo provenientes de estdgios embrionarios diferentes. Alem disso, ele expressa
genes que respondem a ativadores agonistas de receptores B-adrenérgicos ou a expressao do
receptor ativador da proliferacdo de peroxissoma gama (PPAR-y) (HARMS e SEALE, 2013).

Adipadcitos beiges sdo originarios tanto de adipocitos brancos quanto de adipdcitos
marrons por diferenciagdo de células precursoras. Estima-se que essas celulas ndo séo
derivadas de um unico fator miogénico-5 (MYFD5); entretanto, precursores positivos foram
sugeridos a darem origem aos adipdcitos tipicos interescapulares e perirenal. Eles sdo
altamente sensiveis a diferentes estimulos como a presenca de proteina morfogéncia 6ssea-7
(BMP7), irisina, fator de crescimento 21 de fibroblastos, e BMP4 (GIORDANO, FRONTINI
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e CINTI, 2016). Com isso, diversas moléculas foram recentemente identificadas como alvos
na terapia de adipocitos beiges (iTAM). Essas moléculas-alvo identificadas sdo a
CCAAT/enhancer-binding proteina-beta (C/EBP B) e a proteina dominio PR-16 de zinco
(PRDM16). Tanto agonistas quanto antagonistas desses inibidores podem ser Uteis no
desenvolvimento de novos farmacos para tratar a obesidade (GIORDANO, FRONTINI e
CINTI, 2016). E a transcricdo do fator C/EBP B € considerado um regulador chave para a
expressao de genes envolvidos com a termogénese para o fendtipo marrom (TAM).

Em contrapartida, o adipdcito maduro presente no TAB tem a capacidade de estocar
energia na forma de TGA através dos processos de lipogénese e lipolise, ocupando cerca de
90% do seu citoplasma, restringindo ao nucleo uma fina camada na célula. O TAB ¢é
composto por células do sistema imune, tecido conjuntivo, tecido nervoso e vascular, e
localiza-se nas regides subcutanea e visceral (FONSECA-ALANIZ, 2006).

1.4 Aspectos fisiopatoldgicos e neuroenddcrinos da obesidade

O actmulo crénico de tecido adiposo leva a um estado pré-inflamatoério que favorece
ao desequilibrio do estado redox levando ao estimulo do estresse oxidativo. O estresse
oxidativo consiste no desbalango entre oxidantes e antioxidantes a favor dos oxidantes,
acarretando no rompimento da sinalizag&o celular e controle molecular (KOPELMAN, 2000).
Com isso, acredita-se que o quadro instalado de obesidade esteja relacionado com um quadro
de inflamacdo cronica de baixa intensidade que por sua vez, intensificando esse estresse
oxidativo, leva a producdo de mediadores pro-inflamatérios gerados pela acdo dos radicais
livres, como a enzima Oxido nitrico sintase induzivel (iNOS), proteina C reativa (PCR), fator
de transformac&o do crescimento beta (TGF-p), proteina quimiotatica de monaocitos (MCP-1),
molécula de adesdo intracelular soltvel (sSICAM), angiotensinogénio (AGT), interleucina 6
(IL-6), inibidor-1 do ativador do plasminogénio (PAI-1) fator nuclear kappa B (NF-kB) e 0
fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), proporcionando a transcri¢do génica dessas proteinas e
modulando a resposta insulinica (FERRANTE, 2007). Sabe-se que o aumento da
concentracdo plasmatica de PAI-1, principal inibidor da fibrindlise, esta associado com a
presenca de obesidade visceral (BASTOS; ROGERO e AREAS, 2009). Apesar de ser
reconhecido como um 0Orgao de estoque, 0 tecido adiposo nos ultimos anos, passou a ser
considerado um tecido endécrino metabolicamente ativo com a habilidade de expressar e
secretar substancias bioativas relacionadas ao processo metabdlico, imune e neuroenddcrino
como as adipocinas ou adipocitocinas (FONSECA-ALANIZ, 2006; CHAVES, 2016).
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A primeira adipocina relatada foi a lipoproteina lipase (LLP) responsavel pela
hidrélise de triglicerideos circulantes, e posteriormente, novas adipocinas foram descobertas e
agrupadas em categorias funcionais distintas (LEITE; ROCHA e BRANDAO-NETO, 2009).
A visfatina, apelina, vaspina e a omentina sdo adipocinas que também estdo relacionadas com
a obesidade, assim como a adipsina e algumas proteinas do sistema complemento como a
proteina C3 e fator B (GUIMARAES, 2007).

1.4.1 Visfatina

A visfatina foi descoberta como um fator de estimulagdo de col6nias de células pré-f
(PBEF) ou nicotinamida fosforibosiltransferase (NAMPT) com funcdo de fator de
crescimento em estagio inicial de células B, tendo sua expressao exercida, majoritariamente,
por macrdéfagos que promovem a sintese e a liberagdo de citocinas pro-inflamatdrias como
TNF-a, IL-8 e a metaloproteinase-9 (MMP9) ativada por monécitos (YUN, 2014). Ela tem a
capacidade de minimizar a resisténcia insulinica, pois a visfatina possuem afinidade pelo
receptor de insulina (IRS-1), assim como a prépria insulina; entretanto seus sitios de ligacéo
no receptor sdo diferentes (ANTUNA-PUENTE, 2008). Seu nivel plasmatico ndo altera em
periodos de jejum ou pés-prandiais, mantendo-se sempre em niveis inferiores aos da insulina
plasméatica e sua proporcdo da-se a quantidade de TAB visceral (LEITE; ROCHA e
BRANDAO-NETO, 2009).

1.4.2 Vaspina

A vaspina é uma adipocina membro da familia serpina protease inibidora (serpina
Al2) expressa pelo tecido adiposo visceral sendo estimulada com a instalagcdo da obesidade
em ratos e humanos. A vaspina é capaz de aumentar a resisténcia insulinica e a tolerancia aos
carboidratos quando injetada em camundongos submetidos & obesidade induzida por dieta
(ANTUNA-PUENTE, 2008). Entretanto, a vaspina é capaz de interferir no consumo
alimentar, reduzindo o estimulo a fome, assim como é capaz de baixar os niveis de glicose
pos-prandial em camundongos através da reducdo do neuropeptidio-Y (NPY), e pelo aumento
na expressao de pro-opiomelanocortina (POMC). Algumas linhas de evidéncia demonstram
que a vaspina é capaz de proteger células endoteliais da inflamacéo e apoptose (HEIKER,
2014).
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1.4.3 Omentina

A omentina € um peptideo com 313 aminoacidos que é expressa, em maiores
concentracdes, através do TAB visceral, sendo pouco expressada pelo tecido adiposo
subcutaneo. Esta relacionada com a resisténcia insulinica e a obesidade, assim como as
variaveis leptina, IMC, circunferéncia abdominal e indice HOMA. Contudo, a omentina tem
relacdo positiva com a adiponectina e o HDL, indicando que conforme a perda gradual de
peso, maiores serdo 0s niveis circulantes dessa adipocina, melhorando a sensibilidade a
insulina (LEITE; ROCHA e BRANDAO-NETO, 2009).

1.4.4 Proteina Estimuladora de Acilacéo

A proteina estimuladora de acilacdo (ASP) é uma adipocina derivada da intera¢do dos
compostos do sistema complemento como C3, fator B e adipsina. Ela é um estimulante da
sintese e da acumulacdo de triacilglicerol, e acredita-se que ela esta envolvida com a ativacédo
do transporte de glicose e inibicdo de lipdlise (GUIMARAES, 2007).

1.4.5 Leptina

Apbs a descoberta de Friedman em 1994 da leptina, um hormdnio produzido por
adipdcitos que agem a nivel do sistema nervoso central (SNC) sobre o metabolismo
energeético, o tecido adiposo deixou de ser considerado um tecido que cuja fungdo era de
estoque energético e protecdo contra agressbes mecanicas, passando a ser considerado,
também, como um o6rgdo enddcrino (ZHANG, 1994). A leptina possui nivel circulante
proporcional & adiposidade corporal, com regulacdo através do estado nutricional do
individuo. Tem ag&o lenta, sendo liberada na corrente sanguinea, onde exerce efeito inibitorio
na ingestao alimentar, aumenta o gasto energético (FRIEDMAN, 2002), possui relacdo com a
termogénese e oxidagdo de &cidos graxos, além de exercer efeito na captacdo da glicose pela
célula. Em contrapartida, em estado de jejum, os niveis de leptina caem, levando ao aumento
do apetite, o que decorre na limitacdo da termogénese (WILASCO, 2010).

A leptina é composta por 167 amino&cidos, sendo 21 amino&cidos encontrados em seu
peptideo terminal. Sua estrutura a classifica como da familia das citocinas, sendo produzida
por adipdcitos diferenciados, embora seja encontrada em outros tecidos (WILASCO, 2010). A

leptina atravessa a barreira hematoencefalica, e no hipotalamo, age no nucleo arqueado do
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hipotalamo (ARC) que contém duas populacbes diferentes de neurdnios responsivos que
expressam 0 neurotransmissor Y com funcdo orexigena, e 0S que expressam O
neurotransmissor POMC e transcrito e regulado pela cocaina e anfetamina (CART) com
funcdo anorexigena. Ela tem papel essencial sobre os sistemas imunoldgico, hematopoiético e
cardiovascular (ROMERO e ZANESCO, 2006).

Ao contrério do que é relatado em modelos murinos, a obesidade em humanos associa-
se a um quadro de resisténcia a leptina devido a perda de seu papel regulador, deixando de
exercer a influéncia sobre o controle do apetite via hipotalamo; essa resisténcia leva a uma
baixa ativacdo de STAT-3. Dentre 0s seis receptores conhecidos da leptina (ob-Ra, ob-Rb, ob-
Rc, ob-Rd, ob-Re e ob-Rf), o receptor ob-Rb é o que possui a forma longa, com um nimero
maior de aminoacidos, sinalizando a via rota Janus Quinase-Transdutores de Sinal e
Ativadores de Transcricdo (JAK-STAT). Quando ocorre a resisténcia a leptina, a exposi¢éo a
ela induz a expressdo do sinalizador da supresséo da citocina-3 (SOCS3) que é capaz de inibir
a sinalizacdo do receptor de leptina, inibindo a estimulacdo da mesma pela rota JAK-STAT
(WILASCO, 2010; HOWARD, 2004).

1.4.6 Adiponectina

A adiponectina, também produzida pelo tecido adiposo perivascular, tem acdo
paracrina e autocrina, destacando a regulacdo no metabolismo da glicose e dos lipideos
apresentando acdo vasodilatadora, assim como o Oxido nitrico. Sua presenca é capaz de
proteger contra a hipertensdo, além de possuir acdo antiaterogénica que leva a reducdo da
expressdo de moléculas de adesdo, inibindo a transformacdo de macr6fagos maduros em
células espumosas. Suas concentracGes apresentam-se de forma inversa aos niveis de

obesidade, resisténcia a insulina e desenvolvimento do diabetes tipo 1l (SAMPAIO, 2011).

1.4.7 Resistina

Com acdo inversa a adiponectina, a resistina € uma adipocina pertencente a familia de
proteinas ricas em cisteina, e estd relacionada ao metabolismo da glicose e aos processos
inflamatorios (GUIMARAES, 2007). Segundo Giraldez (2014), o desbalanco de outras
adipocinas e da resistina durante o desenvolvimento da obesidade favoreceria a producéo de
particulas de LDL pequenas e densas, mais susceptiveis a oxidagdo. Contudo, nao foi

estabelecida em individuos magros a presenca de expressdo génica da resistina; e no tecido
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adiposo de individuos obesos, embora ela tenha sido identificada, ndo acharam correlacéo
entre a sua expressdo génica e massa corporal, adiposidade e resisténcia a insulina, apesar de
relatos que indicam que a obesidade induzida por dieta hiperlipidica, assim como mutac6es no
gene da leptina, estdo associadas com elevadas concentragdes circulantes de resistina
(GUIMARAES, 2007).

1.4.8 Grelina

A grelina, horménio com caracteristica orexigena, ¢ produzido pelas células do fundo
e corpo do estbmago, e em menor quantidade pelas células do piloro, agindo diretamente
sobre 0 aumento do apetite (CHEN, 2009). Embora a grelina seja sintetizada perifericamente,
ela apresenta receptores especificos no sistema nervoso central (SNC). A grelina se liga ao
seu receptor no ndcleo arqueado do hipotdlamo participando de processos neuroendocrinos
controladores do apetite junto com a secre¢do do hormonio do crescimento (GH) (ROMERO
e ZANESCO, 2006).

Kojima et al. (2001) identificaram e isolaram, a partir de extratos gastricos de ratos e
de humanos, o ligante endégeno para o receptor do secretagogo do horménio do crescimento
(GHS-R), denominado grelina, estando este diretamente relacionado com o hormonio e
secrecdo de GH. A grelina esta presente nas formas acilada e desacilada onde seu terceiro
aminoéacido, a serina, sofre acilacdo, embora a forma desacilada circule no plasma sanguineo
em quantidades maiores compartilhando de algumas ac¢des nao enddcrinas como o controle da
proliferacdo celular e da adipogénese (WILASCO, 2010).

A producédo de grelina no ARC induz a producdo de uma pré-sinapse nos neuronios
que expressam o NPY para libera-los estimulando, assim, a ingestdo alimentar. Esses
neurdnios produtores de grelina estimulam ao aumento das taxas de acido gama-
aminobutirico (GABA) que sdo capazes de modular a pds-sinapse a fim de liberar a POMC e
CART exercendo funcao anorexigena. Entdo, a estimulacdo de NPY através da grelina inibe a
liberacdo de GABA, resultando na expressdao de POMC que estimula a producdo do horménio
liberador da corticotrofina, sendo este relacionado com a produgéo e libera¢cdo do hormonio
adrenocorticotréfico e de glicocorticoides. (SMITH, 2001; FEIGHNER, 1999). A secrecdo de
grelina é elevada em estado de jejum prolongado, e imediatamente antes do horario das
refeicBes habituais, e diminui no periodo pos-prandial, sendo um sinal inicial para o aumento
do apetite (WILASCO, 2010).
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1.5 Medicamentos para o tratamento da obesidade

Atualmente, existem inimeros meétodos e tratamentos para a obesidade que envolvem
dieta, exercicio, cirurgias e, frequentemente, farmacoterapia. O Brasil € um dos paises que
lideram o mercado mundial em consumo de anorexigenos (MASHIKO, 2008). Segundo
Andriolo et al. (2012), em 2009 o pais vendeu mais de 3 toneladas de anfepramona (dose
diaria recomendada entre 50 a 100 mg), 1,8 toneladas de sibutramina (dose diaria
recomendada entre 10 a 20 mg), 1 tonelada de femproporex (dose diaria recomendada de 25
mg) e 2 quilos de mazindol (dose diaria recomendada entre 1 a 3 mg) (ASSOCIACAO
BRASILEIRA PARA O ESTUDO DA OBESIDADE E DA SINDROME METABOLICA,
2010).

A anfepramona, também conhecida como dietilpropiona, foi lancada no mercado
mundial em 1958 com o objetivo de ser um medicamento supressor de apetite, porém sem 0s
efeitos da estimulacdo a nivel de SNC. Seus efeitos parecem ser mediados pela acdo de
neurdnios dopamineérgicos (BRASIL, 2011).

O femproporex é um anorexigeno com estimulacdo central e simpaticomimético que
possui efeitos similares a dextroanfetamina. Ele aumenta a liberagdo de neurotransmissores e
inibe a recaptacdo de dopamina no hipotalamo lateral, centro da alimentacdo (BRASIL,
2011).

O mazindol é um supressor do apetite triciclico, sendo considerado um
imidazoisoindol, que possui a¢do equivalente aos antidepressivos, inibindo a recaptacdo da
serotonina e norepinefrina, além de inibir a dopamina. Possui atividade na inibicdo dos
neurdnios sensitivos a glicose levando a inibi¢do de secrecdo gastrica, auxiliando na supressao
do apetite (BRASIL, 2011).

A sibutramina é uma das drogas atuais mais utilizadas por individuos que visam a
perda de peso. Sua efetividade na perda de peso estd na capacidade de inibicdo na recaptacédo
da serotonina (5-hidroxitriptamina, 5-HT), desempenhando funcdo via SNC no controle da
liberacdo de alguns horménios, regulagéo do ciclo circadiano, do sono e apetite e receptacdo
neuronal de noradrenalina (OBERHOLZER, SCHOOR e BESTER, 2015).

O uso de medicamentos anorexigenos para o tratamento da obesidade e do sobrepeso
podem apresentar contraindicacdes impossibilitando o uso dos mesmos devido a presenca de
outras doencas de origem multicausal da obesidade, como a hipertensdo arterial sistémica e o

diabetes mellitus tipo 2. Com isso, 0 emprego de plantas medicinais para o tratamento das
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causas da obesidade tem crescido nos ultimos anos como uma forma mais segura no auxilio
do tratamento desta doenga (MONEGO, 1996).

1.6 Cha verde

Camellia sinensis (L.) Kuntze é uma planta herbacea que pertence a familia das
Theaceae (EUROPEAN UNION, 2013) cujo produto de fermentacdo conhecido como cha é
largamente consumido pelo mundo inteiro. A partir do periodo pos colheita da Camellia
sinensis, e através do processo de fermentacdo, é que os diversos tipos de chas sdo obtidos,
sendo que eles diferem entre si pelo sabor, odor, cor e composi¢do dos compostos bioativos
(MAZZANTI, DI SOTTO e VITALONE, 2015).

O termo fermentacdo relaciona-se ao processo de oxidacdo enzimatica sofrido pelas
folhas e brotos da Camellia sinensis para a inativacdo das polifenolases, seguidos de
“enrolagem” (rolling) e secagem. Esse tratamento preserva os polifendis encontrados
naturalmente nas plantas frescas. Os tipos de chas mais conhecidos sdo o cha preto
(fermentado), cha oolong (semi-fermentado) e o cha verde (ndo fermentado) (SAITO, 2007).

A popularidade do cha verde é atribuida a presenca de compostos biologicamente
ativos como flavonoides, catequinas, polifenois alcaloides, vitaminas e sais minerais
(SCHMITZ, 2005) que estéo relacionadas na prevencdo de doencas cardiovasculares e de
diferentes tipos de cancer, apresentando acao anti-inflamatoria, antialérgica, exercendo fungédo
no metabolismo de lipideos, com principal atribuicdo no controle de peso corporal, efeito
hipoglicemiante, e além de ter um potencial na prevencdo de doencas neuroldgicas
(ABOURASHED; ROBERSON e ELSHARKAWY, 2014).

Os principais flavonoides presentes nas folhas do chd verde sdo a quercetina,
kaempferol, myricetina, apigenina e luteonina. Os principais polifendis sdo o é&cido
clorogénico, acido galico e a teogalina, além de possuir mais de 19 aminoacidos que juntos
com as catequinas formam os principais componentes quimicos terapéuticos da Camellia
sinensis, sendo conhecidos como potentes antioxidantes, capturando radicais livres
(EUROPEAN UNION, 2013).

As catequinas sdo compostos coloridos, soluveis em agua que doam ao cha o sabor
adstringente e amargo (SHIXIAN, 2006). Estdo presentes no chad verde nas formas de:
epigalocatequina-3-galato (EGCG), galocatequina-3-galato (GCG), epigalocatequina (EGC),
epicatequina-galato (ECG), epicatequina (EC), catequina-3-galato (CG) e galocatequina (GC),

como pode ser observado no quadro 1. As catequinas do cha verde correspondem a 26,7% dos
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compostos presentes no cha verde, das quais 11% s&o constituidos de EGCG, 10% de EGC,
2% de ECG, 2,5% de EC e 15% dos demais polifenois (UEDA, 2010).

Quadro 1 - Representacéo dos flavonoides presentes na infusao do cha verde

Flavonoides na infusdo de ché verde Concentracdo (mg/100g)
Catequinas 2,85
Epicatequina (EC) 8,66
Epicatequina-galato (ECG) 21,96
Epigalocatequina (EGC) 16,72
Epigalocatequina-3-galato (EGCG) 88,32
Teaflavinas 0,07
Tearrubiginas 1,08

Fonte: (Adaptado de Hernandez-Figueroa, Rodriguez-Rodriguez e Sanches-Muniz, 2004).

O ché verde é um dos suplementos botanicos mais utilizados em todo o mundo, do
qual a apresentacdo de seus produtos pode ser na forma de sachés, pos, bebidas, tabletes
concentrados, céapsulas e formulagdes liquidas (ABOURASHED, 2014). Uma das
apresentacdes industriais mais utilizadas sdo as capsulas, cuja tecnologia tem sido utilizada
por industrias farmacéuticas e industria de alimentos a fim de manter a estabilidade do
produto (JAMES, 2016). A encapsulacdo envolve incorporacao de alimentos, enzimas, células
ou qualquer outro tipo de material em capsulas, e sua aplicacdo tem aumentado devido a
protecdo adquirida do produto como protecdo do calor e outras condigcdes extremas,
aumentando a estabilidade e a viabilidade do produto, além de promover o prolongamento da
retencdo gastrica pelo aumento da retencdo causada pelas coberturas bio-adesivas que
revestem o epitélio mucoso intestinal (OZVURAL, 2016).

Estudos indicam que os niveis de catequinas presentes no plasma humano podem
atingir seu pico de duas a quatro horas apds a ingestdo do cha, e que cerca de 70 a 80% das

catequinas ingeridas passam para a circulacdo, sendo que 90% estdo na forma metilada,
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sulfatada ou conjugada com acido glicurénico no figado. A EGCG € excretada através da bile,
enquanto que outras catequinas como a EGC e a EC séo excretadas tanto via bile quanto
através do trato urinario (SENGER; SCHWANKE e GOTTLIEB, 2010).

1.6.1 Ché verde e seus compostos no estudo da obesidade

A propriedade antioxidante do cha verde esta relacionada a estrutura quimica das
catequinas, sendo potencializada, principalmente, pela presenca de radicais ligados aos anéis
A, B e D (figura 1) e aos grupos hidroxila, dando a elas a capacidade de capturarem as
espécies reativas de oxigénio (ERO) como a superoxido, perdxido de hidrogénio e o radical
hidroxila, transferindo seus elétrons para eles, estabilizando-as e formando um radical menos
reativo (JUN; ZHAO e ZHENG, 2017; SENGER; SCHWANKE e GOTTLIEB, 2010).

Figura 1 - Estrutura da catequina EGCG presente no cha verde com os radicais ligados aos
., B e D que caracterizam a a¢do antioxidante da molécula.

o
DC
OH
HO (o) @
OH

HO
(-)-Epigallocatechin-3-O-gallate (EGCG)

Fonte: (Adaptado de JUN, ZHAO e ZHENG, 2017).

Dentre as diversas catequinas presentes no cha verde, a EGCG é a mais abundante,
correspondendo a até 59% do total de catequinas (SENGER; SCHWANKE e GOTTLIEB,
2010), possui 0 maior potencial antioxidante, sendo considerada a substancia mais ativa
biologicamente (MAZZANTI, DI SOTTO e VITALONE, 2015), e esta relacionada com a
atenuacdo do PPAR-y e CCAAT/ enhancer ligadora de proteina (C/EBP-a) pela expressido dos
sinais extracelulares reguladores de quinases, sinalizando o caminho que estimula ao aumento
dos adipdcitos. E capaz de inibir a absorcdo de lipidios provenientes da dieta pela formago
de complexos com gorduras e enzimas, interferindo no processo de interesterificagéo,

emulsificagéo, hidrolise e solubilizagdo (KIM, 2008).
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1.6.2 Epigalocatequina-3-galato (EGCG)

A fim de verificar se a principal catequina presente no cha verde, a EGCG promoveria
a inibicdo da adipogénese e induziria a apoptose em adipdcitos, Lin et al. (2005) incubaram
pré-adipdcitos maduros em diferentes tempos, e em diferentes concentracbes de EGCG. Os
resultados mostraram que a EGCG foi capaz de inibir a adipogénese e causou a apoptose em
células adiposas maduras, além de estimular a regulacdo da expressdo de adipocinas (LIU,
2006; WU, 2005). Esses achados foram sustentados por estudos in vitro que demonstraram a
EGCG ser capaz de aumentar o consumo de oxigénio pelo tecido adiposo marrom (WANG,
2009), regulando a atividade e a expressdo de vérias enzimas, incluindo a acetil-CoA
carboxilase (KU, 2014), glicerol-3-fosfato desidrogenase, lipase pancreética, lipo-oxigenase,
lipase-hormonio sensivel, monofosfato de adenosina (AMP) ativada, inibindo a diferenciacédo
adipogénica em pré-adipocitos em adipdcitos maduros, além de regular a captacédo de glicose
pelos adipdcitos (KU, 2014).

A EGCG é bioativada apds sua conjugacao com a cisteina na forma 2’-cisteinil-EGCG
e 2”-cisteinil-EGCG. Esses metabolitos tem a capacidade de prevenir a liberacdo do acido
araquidénico e a producdo de 6xido nitrico sinalizando uma acéo anti-inflamatéria e atividade
antioxidante (AFZAL; SAFER e MENON, 2015). Com isso, alguns mecanismos de agéo da
EGCG na prevencdo da progressao de canceres ja foram descritos. Dentre eles, a ativacdo do
fosfoinositol-3-quinase (PI3K) na via sinalizadora do cancer é conhecida por se ligar a EGCG
por competicdo, inibindo e competindo pelo sitio de ligacdo para a ativacao da sinalizacéo via
ATP/ AMPc no controle da multiplicacdo de células cancerigenas, designando ao EGCG a
atividade anticancerigena. A EGCG também inibe proteinas especificas com expressao
alterada em sinalizacdo como o receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR) e
multiplicacdo celular nos estagios de GO e G1 com aumento no estagio G2M (AFZAL,;
SAFER e MENON, 2015).

A EGCG tem efeito citotoxico em células cancerigenas do célon com a¢éo na inibicao
de DNA metil-transferases e de histonas diacetilases. Extratos do cha verde tem demonstrado
protecdo dopamineérgica e prevencdo da deplecdo do striatum contra sintomas da doenca de
Parkinson que induzem a producdo desta neurotoxina, protegendo a mitocondria contra a
toxicidade amiloide, alem de melhorar a fungdo do receptor N-metil-D-aspartame (NMDA)
nos neurdnios (AFZAL; SAFER e MENON, 2015).

Foi observado o efeito inibitorio na expressdo do TNF-o mediado pelo NF-«B e pelo

ativador proteico 1 (AP-1). Além disso, outros efeitos anti-inflamatérios como a pré-inibicéo
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das enzimas da ciclo-oxigenase 2 (COX-2) e lipo-oxigenase do metabolismo do &cido
araquidénico, assim como a inibicio da formacdo de tromboxanos e 12-&cido-
hidroxiheptadecatrienoico foram designados como acdo do cha verde (SENGER,;
SCHWANKE e GOTTLIEB, 2010).

Estudos em humanos tem se mostrado bastante positivos acerca do papel da EGCG em
relagdo ao controle e perda de peso corporal. Segundo Johnson, Bryant e Huntley (2012), o
consumo de cha verde com cafeina foi capaz de diminuir, significativamente, o peso corporal
e 0 IMC de adultos obesos quando comparado somente com o grupo controle de cafeina,
porém sem mostrar eficacia na medida antropométrica da circunferéncia de quadril. De
acordo com Huang et al. (2014), a suplementacdo por mais de 3 meses com extrato do cha
verde é capaz de baixar os niveis de colesterol plasmatico em pacientes obesos com IMC na
faixa de 32,8 kg/m?, em comparagdo ao grupo controle, associado a uma dieta com restri¢io
calorica. Apds 90 dias de suplementacdo com 300 mg de cha verde livre de cafeina associado
a uma dieta de restricdo caldrica, houve uma notavel reducdo na perda de peso em cerca de 9
kg com reducdo de IMC em 7% no grupo tratado com cha verde em relacdo ao grupo
controle.

Senger, Schwanke & Gottlieb (2010) mostraram que a modulacdo de enzimas
hepéticas de Fase | e Fase Il, e da familia citocromo P450 (CYP 1 e 2), ap6s o consumo de
cha verde, apresentaram suas atividades aumentadas através da incubagdo dos microssomos
hepaticos ou citossélicos. Essas enzimas sdo capazes de diminuir o risco de cancer, além de
aumentar a atividade enziméatica CYP1Al, sugerindo, entdo a acdo do cha verde como
modulador hepético (SENGER; SCHWANKE e GOTTLIEB, 2010).

Apesar da presencga de outras catequinas no cha verde, somente a EGCG mostrou-se
eficaz na inibicdo da expressao de genes envolvidos na resposta inflamatdria, processo esse
dado pela inducdo da iNOS e a IRF-1. A incubag&o de células com EGCG leva ao decréscimo
da fosforilacdo da transcricdo do fator STAT-1a da qual a ativagdo ¢ necessaria para a
transcricdo destes genes, enquanto os outros fatores como NF-kB, SP-1 e AP-1 ndo séo
moduladas (TEDESCHI; SUZUKI e MENEGAZZI, 2002).

Esses autores indicam que a interacdo entre as catequinas e a cafeina presente nas
folhas e brotos do cha liberam, através de via simpética, a noradrenalina (NA) responsavel
pelo efeito de termogénese no TAM. A acéo das catequinas e da cafeina ocorre em diferentes
pontos de controle do ciclo da NA e no AMP ciclico mediadas por efeitos sinérgicos, tendo
entdo, a EGCG a capacidade de inibir o COMT (catecol-O-metil-transferase), uma enzima

que degrada NA, portanto prolongando a acdo simpatica da mesma (WOLFRAM; WANG e
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THIELECKE, 2006). O COMT esta presente em Varios tecidos ligados as membranas na sua
forma soltvel. Como sua principal funcéo é eliminar os compostos da NA, diminuindo a
metilacao hidrofilica e promovendo a sulfatacdo / glucoronidacdo que geralmente € necessaria
para a efetiva eliminacdo do organismo, ele modula a acdo da NA, exercendo efeito

termogénico, através da prolongacao da acdo de NA (SHIXIAN, 2006).

1.6.3 Ché verde e toxicidade

Estudos anteriores mostram que a catequina EGCG tem a capacidade de exercer efeito
anti-adipogénico através da reducdo da viabilidade de pré adipdcitos, induzindo a apoptose
dessas células, entretanto, foi observado que essa atividade pode levar a um aumento do risco
de citotoxicidade (LIN, 2005).

Segundo Lao et al. (2015), pré adipdcitos incubados com as catequinas presentes no
cha verde (1000 pg/ml) e com a EGCG (68 e 680 pg/mL) foram capazes de reduzir a
viabilidade dos adipdcitos 3T3-L1, indicando que quando ha a administracdo de todas as
catequinas juntas, elas sdo capazes de exercer menor atividade citotoxica quando comparada a
administracdo isolada da EGCG para perda de peso corporal. E a fim de verificar a atividade
ndo toxica para perda de peso, os autores identificaram que as doses de GTP (10 pg/mL) e
EGCG (6,8 pg/mL) foram capazes de impedir o acumulo excessivo de lipideo nos adipdcitos
3T3-L1 a partir do décimo dia da diferenciacdo celular (LAO et al., 2015).

Estudos mostram que a hepatotoxicidade relacionada com o consumo do cha verde
tem maior incidéncia em mulheres (84%) entre 24 e 63 anos de idade, e que a razéo para o
consumo da bebida é para a finalidade emagrecedora. Em 19 casos apontados com suspeita de
hepatotoxicidade, 15 deles mostram que 0s pacientes apresentaram sintomas que requereram
hospitalizacdo como: ictericia, indisposicdo, fadiga, dor abdominal, nausea, vomito e febre.
Com isso, investigacdes dos niveis das enzimas hepaticas mostraram que elas estavam acima
do limite maximo, e o exame de bidpsia hepatica mostrou que na maioria dos casos
observados, presenciou-se necrose tecidual (massiva, multifocal ou focal) com infiltrado
inflamatorio celular (MAZZANTI; Di SOTTO e VITALONE, 2015).

Bartels e Miller (2003), mostraram que o consumo diario de cha obtido a partir de 659
de folhas por 5 anos pode acarretar em disfuncdo hepética, problemas gastrointestinais e
irritacdo gastrica, assim como na diminuicdo do apetite, insénia, nervosismo, hipertensdo e
taquicardia. Essas altas doses estdo correlacionadas com a presenca de cafeina na planta, com

isso, € importante haver cautela no uso do cha. Ja Sharma et al. (2008), demonstraram que 0
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uso do cha verde deve ser concomitante com o consumo alimentar, evitando a ingestdo em
horarios de jejum, e o0 extrato consumido em doses acima do maximo recomendado (100 a
750 mg/dia) pode levar ao aparecimento de causas adversas, sendo 0 mesmo toXico ao

organismo.

1.6.4 Elementos inorganicos no cha verde

Nos Ultimos tempos, o consumo de chas tem ganhado grande importancia devido a
reputacdo dos beneficios que essa bebida pode oferecer para a saide humana. Entretanto, a
presenca de metais pesados nesses alimentos tornou-se uma das principais fontes de
contaminacdo humana, podendo acarretar em riscos a salude da populacdo (VULCANO,
SILVEIRA e ALVAREZ-LEITE, 2008).

A presenca de contaminantes inorganicos como o chumbo (Pb) e o cadmio (Cd) nos
diversos tipos de chas ocorre devido a contaminacdo do solo por fertilizantes ou pela agua de
esgotos publicos e esta relacionada a intensidade da irrigacdo do solo com agua contaminada
ou com o uso de fertilizantes e/ou herbicidas durante o plantio, e das particulas suspensas no
ar, pois algumas espécies tem a capacidade de depositar em suas folhas metais como o Pb
(HAN et al., 2006). Niveis elevados de contaminagdo por metais como o Pb e o Cd foram
encontrados no sistema radicular e nas folhas de diversas plantas (VULCANO, SILVEIRA e
ALVAREZ-LEITE, 2008).

Estudos mostram que a presenca de metais pesados ou contaminantes inorganicos esta
em maior concentracdo na primeira infusdo da planta, sendo que nas seguintes infusdes esta
concentracdo esta reduzida, sugerindo, entdo o descarte da primeira infusdo a fim de reduzir o
consumo desses elementos (LI et al., 2015). Segundo Janle et al., (2015) os polifendis
presentes no chd verde mostrou a capacidade de quelar elementos inorganicos como o
mercurio, sendo este proveniente do consumo de peixes contaminados, impedindo sua

absorcdo ou sua complexacdo com aminodcidos pelo organismo.

1.6.4.1 Cadmio

O cadmio ocorre naturalmente associado ao zinco, chumbo e ao cobre na natureza.
Compostos de cadmio sao utilizados em inumeros produtos como estabilizadores de PVC,
pigmentos de tintas, baterias de niquel, e, principalmente, em fertilizantes fosfatados que ao

serem depositados no solo, sofrem acumulacdo através das vias superiores das plantas,
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particularmente, quando o pH do solo est4 &cido, entrando na cadeia alimentar de todos os
seres vivos, inclusive, de humanos (ZHAI, NARBAD e CHEN, 2015; JARUP, 2003). A
exposicdo ao cadmio pode causar problemas renais, como disfuncao renal tubular (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2010a), pois quando absorvido, ele sofre deposi¢édo no figado e
nos rins devido a sua ligagdo com a metalotioneina, podendo levar a glicosUria,

aminoaciduria, poliuria e reducao do glicogénio hepéatico (TAVARES, 2013).

1.6.4.2 Chumbo

O chumbo é um metal téxico cujo uso é amplamente difundido e esta relacionado a
extensivos problemas de contaminacdo do meio ambiente e exposi¢do ocupacional. Apés a
absorcdo do Pb pelo organismo, ele interage com aminoacidos, residuos de enxofre, e
grupamentos de H3PO3z e NH, para a formagdo de complexos que interferem nas funcoes
hematopoiética, renal e no sistema nervoso (TAVARES, 2013; WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2010b). Sua concentracdo no solo e em plantas esta relacionada a
fundicdes de chumbo e minas, e com isso, cereais como arroz podem conter altas
concentragOes desse elemento, assim como os frutos, como as pimentas. A exposi¢do ao metal
pode levar a maiores efeitos adversos em criangas, quando comparada a adultos, pois a
absorcdo pelo trato gastrointestinal é maior, sendo o chumbo capaz de fluir pela barreira
hematoencefalica o que pode ocasionar em efeitos neurolégicos; e em gestantes, o chumbo
pode levar ao nascimento de prematuros, criangas com baixo peso ao nascer e em menor
escala, a malformagdo congénita. A exposi¢do cronica em adultos pode levar a efeitos
hematoldgicos, letargia, convulsdes, fraqueza muscular, ataxia, tremores e paralisia (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2010b).

O Pb é capaz de afetar reacdes fotoquimicas e de carboxilacdo durante a fotossintese,
sendo esta considerada um dos processos metabdlicos mais sensiveis a toxicidade pelo
chumbo. Plantas expostas a este metal apresentam diminui¢do da taxa fotossintética, e como
consequéncia, h& a ruptura da organizacdo do cloroplasto, inibicdo da sintese de clorofila,
obstrugcdo do transporte de elétrons, inibicdo da atividade de enzimas do ciclo de Calvin,
como deficiéncia de CO2 com o fechamento dos estdomatos. Com isso, ha desacoplamento da
fosforilagdo oxidativa e diminuicdo da produgdo de ATP com a promogdo do estresse
oxidativo atraves da producdo de espécies reativas de oxigénio que levam a alteracdo da
atividade de enzimas antioxidantes (OLIVEIRA, 2012).
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1.6.4.3 Arsénico

O arsénico é amplamente encontrado em rochas, solo, 4gua e ar, e quando presente na
forma solavel inorganica é altamente tdxico, cujo limite de exposicao diaria é de 15 pg/Kg dia
(TAVARES, 2013). A ingestdo de arsénico nas doses de 0,3 a 8 pg/Kg dia é capaz de
aumentar os riscos em 1% para o desenvolvimento de canceres de pulméo, pele e baco
(GUNDERT-REMY et al., 2015), alem de lesdes na pele, neuropatia periférica, problemas
gastrointestinais, diabetes, doenca renal e doencas cardiovasculares. A contaminacdo por
arsénico deve-se ao consumo de aguas subterraneas contendo altos niveis do metal, comidas
preparadas e plantacdes irrigadas com aguas fontes desse metal. Sua forma inorganica é um
dos maiores causadores de cancer (pele, pulmao, vesicula, figado, préstata e rins) (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2010c).

A toxicidade causada pela presenca de elementos inorganicos como As, Cd e Pb tém
levantado questfes de consciéncia com a salde da populagdo. O chumbo, cadmio e o arsénico
sdo toxicos para humanos, mesmo em baixas concentracdes, e eles tem a capacidade de
acumulacdo através da cadeia alimentar e baixa eliminacéo através das vias excretoras. Sendo
assim, os limites maximos permitidos para esses elementos nos alimentos e em produtos de
satde devem ser fiscalizados e monitorados através do controle de qualidade desses produtos
na sua comercializagcdo (ANAL, 2014).

A preocupacdo em relacdo a seguranca alimentar vem aumentando no mundo inteiro
nos ultimos anos (LI et al., 2015). Sendo assim, a legislacdo brasileira, segundo a ANVISA,
dispés em RDC n° 42, de 29 de agosto de 2013, sobre os limites madximos de contaminantes
inorganicos em alimentos, sendo os niveis estipulados para cha e outros vegetais para infusdo
de contaminantes como arsénico e chumbo de 0,6 mg/Kg e cadmio de 0,4 mg/Kg (BRASIL,
2013).

1.7 Vigiléancia sanitéria

O cha é um alimento proveniente de partes de espécies vegetais como folhas, ramos,
flores, frutos, raizes ou casca, e segundo a legislacdo sanitaria federal, chas sdo definidos
como “produtos constituidos de uma ou mais partes de espécie (s) vegetal (is) inteira (s),
fragmentada (s) ou moida (s), com ou sem fermentacdo, tostada (S) ou ndo, constantes de
Regulamento Técnico de Espécies de Vegetais para o Preparo de Chas”. (BRASIL, 2010b;

BRASIL, 2005). Entretanto, existem outros tipos de apresentacdes farmacéuticas nao
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convencionais para chés, além da tradicional em sachés, que sdo apresentados em forma de
capsulas, tabletes, comprimidos ou similares.

Neste novo tipo de configuragdo como apresentacdes farmacéuticas néo
convencionais, 0s chas deverdo ser classificados como “novo alimento”, e consequentemente,
devera atender aos requisitos previstos na RDC n° 16, de 30 de abril de 1999, onde exige-se 0
registro junto a Anvisa (BRASIL, 1999), pois sdo alimentos ou substancias com historico de
consumo no pais adicionadas ou utilizadas em niveis muito superiores aos atualmente
observados nos alimentos utilizados numa dieta regular. Produtos constituidos por folhas do
vegetal, moidas ou encapsuladas em involucros gelatinosos, 0s quais na recomendacgdo de uso
seja recomendado a ingestdo apos a infusdo aquosa, sdo produtos que ndo estdo aprovados
pela Anvisa, por ser considerada uma pratica irregular, devido a alegacdo que 0 mesmo nao
contém obrigatoriedade de registro. Sendo assim, este tipo de produto ndo esta previsto na
legislacéo sanitaria de alimentos (BRASIL, 2010b).

Nos rotulos de produtos com apresentacdes farmacéuticas ndo convencionais
encontra-se a informacdo de que o mesmo, segundo a RDC n° 23, de 15 de mar¢o de 2000,
que dispde sobre o manual de procedimentos basicos para registro e dispensa da
obrigatoriedade de registro de produtos pertinentes a area de alimentos (BRASIL, 2000), e a
RDC n° 27, de 06 de agosto de 2010, que dispde sobre as categorias de alimentos e
embalagens isentos e com obrigatoriedade de registro sanitario, sdo isentos de registro,
facilitando entdo, a comercializacdo destes no mercado consumidor (BRASIL, 2010c).

Entretanto, como estabelecido em legislacdo, alimentos descritos como chas sdo
produtos que sdo dispensados da obrigatoriedade de registro, e alimentos descritos como
“novo alimento ou novos ingredientes” (RDC n° 16, de 30 de abril de 1999), assim como
“suplemento vitaminico e ou mineral” (RDC n° 18, de 27 de abril de 2010) sdo produtos que
tem a necessidade de registro sanitario obrigatério (BRASIL, 2010b; BRASIL, 1999).

Desse modo, os chas verdes comercializados em capsula sdo produtos que tiveram um
aumento no seu consumo em todo o mundo devido a facilidade de ingestdo e aquisicdo do
mesmo, assim como devido as suas propriedades antioxidantes, que sdo conhecidas por
atuarem no controle do metabolismo de lipidios, sendo um grande aliado na perda de peso
corporal, mesmo que sem a comprovacdo da eficacia dos efeitos a ele atribuidos
(MAZZANTI, Di SOTTO e VITALONE, 2015). Por consequéncia, € de extrema importancia
que produtos comercializados em formulagGes farmacéuticas como capsulas e tabletes, ou
outras formas farmacéuticas ndo convencionais, assegurem ao consumidor a qualidade do

produto adquirido através de fiscalizacdo sanitaria e do controle de qualidade dos mesmos, a



36

fim de se prevenir possiveis riscos a saude do consumidor (MAZZANTI; Di SOTTO e
VITALONE, 2015).
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2 JUSTIFICATIVA

O Brasil tem se preocupado em estabelecer diretrizes que objetivam o emprego de
plantas medicinais ou de medicamentos que as contenham dentro de requisitos de seguranca,
considerando a politica de medicamentos estabelecida com o uso racional de medicamentos
(BRASIL, 1998). A Organizacdo Mundial de Saude tem expressado a sua posi¢do em relacdo
a necessidade de valorizar a utilizacdo de plantas medicinais no ambito sanitario (acbes ou
servigos autorizados pela Vigilancia Sanitaria). No Brasil, a aprovacdo da Politica Nacional
de Préticas Integrativas e Complementares (PNPIC) no Sistema Unico de Salde (BRASIL,
2006b) e do Decreto n°. 5813, de 22 de junho de 2006, que aprova a Politica Nacional de
Plantas Medicinais e Fitoterapicos e da& outras providéncias, sdo marcos de extrema
importancia para o estabelecimento do uso racional de medicamentos contendo drogas de
origem vegetal e/ou de plantas medicinais (BRASIL 2006a; BRASIL, 1998).

A obesidade é uma doenca metabdlica que vem crescendo desde 1980, e estima-se que
em 2030 ela possa alcancar mais de 1 bilhdo de pessoas em todo o mundo. Diante disso,
tratamentos para a obesidade sdo desenvolvidos todos os anos a fim de se obter melhores
tratamentos para a doenca, de forma que haja menor recidiva da doenca. Entretanto, esse tipo
de tratamento ainda é caro, e muitas pessoas ndo tem acesso por falta de informacéo, por
baixas condi¢gdes socioecondémicas e devido a presenca de doencas pré-existentes que
impossibilitam o tratamento com esses farmacos. Com isso, tratamentos alternativos com o
uso de plantas medicinais tém crescido em todo o mundo, e apesar desses produtos serem de
origem vegetal, ainda assim, a ma qualidade desse produto pode comprometer a eficacia do
tratamento, assim como pode oferecer riscos & saude do consumidor. Entdo, garantir a
qualidade desse tipo de produto € de fundamental importancia, bem como garantir e promover
a seguranca e a eficAcia do mesmo para uso como tratamento alternativo e seguro da

obesidade.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a eficacia de um produto comercial a base de cha verde comercializado em

capsula para o tratamento da obesidade.

3.2 Objetivos especificos

e Analisar a presenca de EGCG em chés verdes comercializados em cépsula através da
identificacdo e quantificacdo da catequina por cromatografia liquida de ultra eficiéncia com
detector UV-visivel com arranjo de diodos (UPLC UV-Vis/DAD);

e Auvaliar a qualidade desses produtos quanto a presenga de contaminantes inorganicos como
arsénico, cadmio e chumbo nas amostras de cha verde em cépsulas, por espectrometria de
absorcéo atbmica com forno de grafite;

e Auvaliar por meio de ensaio farmacoldgico a acdo das cadpsulas de cha verde como agente

redutor de peso corporal em modelo de obesidade.
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4.1 Amostragem
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Para o presente estudo foram adquiridas onze amostras (n=11) de diferentes lotes e

marcas de produtos comercializados como chés verdes em cépsula (tabela 1). Esses produtos

foram adquiridos através de web sites e lojas fisicas de produtos naturais na Cidade do Rio de

Janeiro no periodo de fevereiro a junho de 2016. As amostras analisadas nesse estudo

apresentaram diferentes ingredientes na sua composicdo, sendo o principal, o cha verde

(Camellia sinensis (L.) Kuntze).

Tabela 1 - Composicdo das amostras de cha verde em capsulas declarada no rétulo dos

produtos e o0s respectivos prazos de validade

Marcas/Lotes Ingredientes declarados em rotulo Validade
A (lote 1) Camellia sinensis L. Kuntze 04/2018
A (lote 2) Camellia sinensis L. Kuntze 07/2017
A (lote 3) Camellia sinensis L. Kuntze 11/2017
B (lote 1) Vitamina C em p6. Extrato aromatico de cha verde em p6 (Camellia 05/2018

sinensis)
B (lote 2) Vitamina C em po. Extrato aromatico de cha verde em p6 (Camellia 02/2018
sinensis)
C (lote 1) Acerola, extrato de cha verde (Camellia sinensis L Kuntze), acido 07/2018
ascorbico, gelatina, amido de milho, vitamina A, vitamina E, selénio
quelato, zinco quelato, picolinato de cromo, umectante glicerina
C (lote 2) Acerola, extrato de cha verde (Camellia sinensis L Kuntze), acido 12/2017
ascorbico, gelatina, amido de milho, vitamina A, vitamina E, selénio
quelato, zinco quelato, picolinato de cromo, umectante glicerina
D (lote 1) Extrato seco de cha verde, vitamina C, zinco quelato, manganés quelato, 02/2018
vitamina E, cobre quelato, selénio quelato, picolinato de cromo, vitamina
B12.
D (lote 2) Extrato seco de cha verde, vitamina C, zinco quelato, manganés quelato, 11/2017
vitamina E, cobre quelato, selénio quelato, picolinato de cromo, vitamina
B12.
E Maltodextrina, acerola, extrato de cha verde 02/2018
Acerola em po sollvel, acido ascorbico, cha verde (Camellia sinensis) em  07/2017

po soluvel, amido, vitamina A, vitamina E, selenito de sédio, bisglicinato
de sddio, picolinato de cromo, gelatina e umectante glicerina.

Fonte: (Do préprio autor, 2018)
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4.2 Avaliacdo da presenca da catequina egcg em amostras de cha verde em capsula.

Determinacdo da catequina atraves do método de cromatografia liquida de ultra

eficiéncia com detector de UV-visivel com arranjo de diodos.

4.2.1 Equipamentos

Foram utilizadas nas analises balanga analitica com resolucdo de 0,01 mg, fabricante
OHAUS, modelo AV264CP; Cromatdgrafo Liquido de Ultra Eficiéncia Ultimate® 3000,
fabricante Thermo Scientific Dionex com detector UV-VIS com Arranjo de Diodos
(CLUE/UV-VIS-DAD); Banho ultrassonico, fabricante Unique; modelo UltraSonic Cleaner;
Sistema de purificacdo de agua Milli-Q, fabricante Milipore modelo Direct-Q; pHmetro,
fabricante Micronal modelo B — 474; Equipamento da marca Thermo Scientific, modelo
NICOLET 6700 FT-IR, o qual possui o sistema de analise de amostras por ATR (Attenuated
Total Reflectance); e Centrifuga refrigerada 5804R (Eppendorf, EUA).

4.2.2 Materiais

Os materiais utilizados no preparo das amostras e das solugdes de trabalho foram:
provetas, baldes volumétricos, erlenmeyer, pipetas automaticas, ponteiras, tubos de ensaio,
microtubos, pipetas Pasteur, vials de 2 mL, tampas de rosca para vial e inserts.

Coluna Phenomenex C18 (250 x 4) mm, 5 um. Fabricante: Phenomenex®.

A catequina majoritaria do chd verde EGCG (> 95% purificada) foi adquirida através
da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO) e foi utilizada como marcador bioquimico positivo das

amostras de cha verde em cépsula.
4.2.3 Solventes
Todos os solventes utilizados foram grau CLAE. Heptano-1 sulfonato de sddio, marca:

VETEC®, lote: 0603285; acido acético, marca: MERCK®, lote: K45841563; 2-propanol,
marca: MERCK®, lote: K27802734 021.
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4.2.4 Preparo das amostras

O preparo das amostras fora realizado de acordo com Santos (2017). Foram utilizadas
amostras em cépsula de cha verde, sendo seu conteddo pesado em balanca analitica para a
quantidade de po referente a 2 g. Ap6s a etapa da pesagem, cada uma das amostras de cha
verde em capsula foi adicionada em cada tubo falcon de 50 mL, aproximadamente, 5 mL de
H-2O: Isopropanol (50:50 v/v), esse procedimento foi repetido para cada uma das amostras
analisadas. Os tubos falcon de 50 mL com as amostras em H2O: Isopropanol (50:50 v/v)
foram para o banho de ultrassom por 30 minutos. Apds a retirada das amostras do ultrassom,
as mesmas foram centrifugadas a 4 °C, 5000 rpm por 5 min, filtradas e transferiu-se 1 mL da
solucdo de cada amostra para os vials e foram analisadas no UPLC-UV/Vis-DAD. O volume
da injecdo da amostra foi de 1 pL. A solucdo resultante foi estocada em geladeira com
temperatura inferior a 8°C. Foram preparadas solugdes da amostra padrédo da EGCG em 10,
20, 30 e 100 pg/mL.

4.2.5 Fase movel

Em uma proveta de 2 L foram adicionadas 2 de heptano-1 sulfonato de sédio e 4 mL
de &cido acético anidro completando-se o volume com agua Milli-Q, obtendo-se uma solugéo
de heptano-1 sulfonato de sédio 0,1% (p/v), e verificou-se através do pHmetro que o pH da

fase mével era de 3,55.

4.2.6 Procedimento analitico

Considerando as amostras para trabalho tornou-se necessario realizar a caracterizagdo
desses materiais para o uso no trabalho qualitativo. A técnica de caracterizacdo foi a absor¢éo
no ultravioleta (UV). As solucBes de cada amostra foram preparadas a 10, 20, 30 e 100
pug/mL, sendo estas analisadas no cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia com detector
UV/Vis-DAD para a avaliagdo do perfil cromatogréfico e tempo de retencdo (tr), utilizando-
se a coluna Phenomenex®, citada na secéo 4.2.2, e o gradiente de eluicdo descrito na tabela 2,
sendo a fase A uma solucgéo de heptanossulfonato 0,1% (p/v) e a fase C acetonitrila.
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Tabela 2 - Gradiente de eluicdo utilizando-se a coluna Phenomenex® C18 (250 x 4) mm, 5
pum, fase A: solucdo 0,1% de heptanossulfonato (p/v), fase C: acetonitrila e fluxo: ImL/min.

Tempo (min) %A %C
0 95 5)
25 60 40
25,5 0 100
35 0 100
35,5 95 5)
45 95 5

Fonte: (SANTOS, J.R.M.P. 2017)

4.3 Avaliacdo da presenca de chumbo, cadmio e arsénico nas amostras de cha verde em

capsula

4.3.1 Equipamento e solucgdes

A determinacdo de arsénico, cadmio e chumbo foi realizada em um espectrometro de
absorcéo atbmica com forno de grafite (PinAAcle 900Z, da Perkin Elmer) equipado com auto
amostrador (AS 900). O equipamento possui um tubo de grafite recoberto pirolicamente e
plataforma de L’Vov integrada com aquecimento transversal, corre¢do do sinal de fundo
baseado no Efeito Zeeman e campo magnético aplicado 0,8 T. O volume de amostra
introduzido no tubo de grafite através do auto amostrador foi de 20 pL e o volume dos
modificadores quimicos (Mg(NOs), e Pd(NOz)2) foram de 5 pL. A determinacdo das
concentragfes de As, Cd e Pb das amostras foi feita por interpolacdo grafica apds a
construcdo das curvas de calibragdo de cada elemento. Os padrdes analiticos de arsénico,
cadmio e chumbo usados nas curvas de calibragcdo foram preparados a partir da diluicdo de
solucgdes estoque de 1000 mg/L (Sigma-Aldrich, EUA) e foi adicionado 1% (v/v) de HNOs3,
usado como conservante. Uma solugdo de HNO3z a 1% (v/v) foi preparada e utilizada como
branco da curva de calibragéo. As condigOes operacionais do equipamento estdo descritas na
tabela 3 (SANTOS, 2008).



Tabela 3 - CondigOes operacionais do espectrometro de absorgdo atbmica com forno de
grafite para analise de As, Cd e Pb nas amostras de cha verde em capsulas

Parametro As Cd Pb
Comprimento de onda 193,7 nm 228,8 nm 283,3nm
Fenda 0,7 nm 0,7 nm 0,7 nm
Corrente da Lampada 380 mA 240 mA 380 mA
Temperatura de piroélise 1200°C 750°C 850°C
Temperatura de atomizagéo 2300°C 1500°C 1600°C
Tempo de leitura 5s 5s 5s
Faixa de Trabalho 2-20 pg/L 0,5-5 pg/L 5-50 pg/L
Leitura Area do pico Area do pico Area do pico
Modificador quimico 1g/LPd(NOs); 1% NHsH:PO,+ 1% NHiH;PO,
+0,6 g/L 0,06 mg/L + 0,06 mg/L
Mg(NOs). Mg(NOs). Mg(NOs).
Lampada EDL EDL EDL

Fonte: (Do préprio autor, 2018)
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A performance analitica do método foi avaliada a cada batelada de andlise, através do

estudo de recuperacdo, onde foi adicionado uma quantidade conhecida dos elementos de

interesse numa amostra controle. O limite de quantificacdo (LQ) foi determinado como 10

vezes 0 desvio padréo do branco (n=10).

4.3.2 Limpeza da vidraria

Toda vidraria e todo material utilizado, durante as analises, foram deixados imersos

durante 24 horas em &cido nitrico a 18%; posteriormente, o material foi enxaguado com agua

deionizada. Apds o processo de lavagem, o material foi deixado secando a temperatura

ambiente.
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4.3.3 Tratamento das amostras e procedimento analitico

Aproximadamente 0,5 g das amostras de cha verde foram pesadas utilizando uma
balanca analitica (AG Toledo 240) com precisdao de 0,0001 g. Todo material pesado foi
transferido para tubos de teflon com adicdo de 2,0 mL de &cido nitrico concentrado (p/v)
(HNO3) & 65% (Merck, Alemanha), 1 mL de perdxido de hidrogénio a 30% (H202) e 2 mL de
agua deionizada (Millipore, Brasil). Todas as amostras foram feitas em duplicata. O branco
foi preparado com agua deionizada, HNOs e H>O> nas mesmas quantidades usadas para
digestdo das amostras. Em seguida, as amostras e o branco foram digeridos em forno de
micro-ondas modelo SpeedWave (Berghorf, Alemanha). O programa utilizado foi Leaves and
Vegetables pré-programada pelo equipamento (tabela 4). Ao final da digestao, as amostras e o
branco foram transferidos quantitativamente para tubos Falcon de 25 mL completando-se o
volume com &gua deionizada (Milli-Q).

Todas as amostras, solugdes padréo e solugdes dos reagentes foram preparadas usando
agua ultrapura, deionizada em sistema de purificacdo Milli-Q (Millipore). Os reagentes foram
adquiridos da empresa Merck (Alemanha) e utilizados dentro dos respectivos prazos de

validade.

Tabela 4 - Programa Leaves and Vegetables do micro-ondas utilizado para a digestéo

das amostras.

Temperatura (°C) Presséo (bar) Ramp Tempo (min)  Poténcia (W)
170 50 5 10 90
200 50 1 15 90
50 0 1 10 0
50 0 1 10 0
50 0 1 1 0

Fonte: (Do prdprio autor, 2018)
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4.3.4 Materiais e reagentes

- Frascos de polipropileno;

- Bal&o volumétrico;

- Funil de vidro;

- Pipeta volumétrica;

- Acido Nitrico 65% Suprapur® - Merck;

- Padrdo As 1000 mg/ L - Merck;

- Padrdo Cd 1000 mg/L "~ Sigma - Aldrich;

- Padrdo Pb 1000 mg/L - Sigma - Aldrich;

- Modificador Mg(NO3). 10 g/L - Perkin Elmer;
“Modificador Pd(NOz3). 10 g/L ~Perkin Elmer.

4.4 Dietas

Dois tipos de dietas foram utilizados neste estudo: uma dieta padrdo ou normolipidica,
e uma dieta hiperlipidica para inducdo da obesidade durante 17 semanas. As dietas foram
adquiridas comercialmente pela PragSolucdes (Jau — SP, Brasil), cujas composicdes dietéticas

encontram-se na tabela 5.

Tabela 5 - Composicéo das dietas padrdo e hiperlipidica em g/Kg e Kcal.

Ingredientes Dieta normolipidica Dieta hiperlipidica
Amido de Milho 415¢ 1660 143g 572
Caseina 200g 800 200g 800
Amido dextrinizado 70g 280 70g 280
Sacarose 80g 320 80g 320
Oleo de soja 70g 630 50g 450
Celulose microcristalina 509 0 509 0
Mix mineral AIN 93G 34,909 0 359 0
Mix vitamina AIN 93 10g 40 10g 40
L cistina 39 12 39 12
Bitartarato de colina 0,619 0 2,5¢ 0
Farelo de soja 64,59 258 54,59 218
BHT 0,014g 0 0,05¢ 0
Banha Og 0 302¢g 2.718,00
Total 998,024g 4000 kcal 1000,5¢ 5.410,00
kcal

Dieta padrdo: 565g de carboidratos (56,5%); 264,59 de proteina (26,45%) e 70g de lipideos (15,75%).
Dieta hiperlipidica:293g de carboidratos (21,66%); 254,5g de proteinas (18,81%) e 352g de lipideos (58%)
Fonte: (Do préprio autor, 2018)
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4.5 Ensaio de obesidade

Foram utilizados no estudo 60 camundongos machos da linhagem C57BL/6J,
saudaveis, com 5 semanas de vida, pesando entre 15 a 18 g, obtidos do Instituto de Ciéncia e
Tecnologia de Biomodelos (ICTB) da Fundacdo Oswaldo Cruz. Apds uma semana de
adaptacdo, os animais foram divididos aleatoriamente em dois grupos com dietas distintas
para consumo.

Na primeira fase do estudo, os animais (n=30) foram separados para 0 consumo de
uma dieta normolipidica (padrdo) da marca Nuvilab®; e os outros animais (n=30) foram
separados para 0 consumo de dieta hiperlipidica para o desenvolvimento da obesidade (Prag
SolucBes — SP). O consumo das dietas normolipidica e hiperlipidica perdurou-se por 17
semanas, seguindo o protocolo de Wang et al., (2009). Ap6s 17 semanas de consumo de
racao, os animais foram subdivididos, aleatoriamente, para seguirem adiante na segunda fase
do estudo.

Na segunda fase do estudo os animais do grupo dieta normolipidica foram
subdivididos em seis novos grupos sendo que 0os mesmos foram mantidos a mesma dieta dos
grupos anteriores. Os grupos foram denominados de dieta normolipidica tratados com salina;
dieta normolipidica tratados com sibutramina (10 mg/Kg); dieta normolipidica tratados com
cha verde (10 mg/Kg). J& os animais que consumiram a dieta hiperlipidica também foram
subdivididos em seis novos grupos, onde ndo houve troca de dieta. Estes grupos foram
denominados de: dieta hiperlipidica tratados com salina; dieta hiperlipidica tratados com
sibutramina (10mg/Kg), e dieta hiperlipidica tratados com cha verde (10mg/Kg). Todos os
animais foram tratados por gavage via oral durante 4 semanas.

O protocolo experimental desse estudo foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa
Animal da Fundacdo Oswaldo Cruz, sob licenca de numero P17/13-5. Durante todo o
tratamento nas fases 1 e 2, os animais tiveram agua e alimentacéo ad libitum, com a presenca
de ciclo claro/escuro de 12 horas, temperatura de 22°C + 2°C e umidade da sala entre 60-65%.
Durante a primeira e a segunda fase do estudo, o consumo de racdo, &gua e o peso corporal
foram avaliados uma vez por semana. Sendo gue na segunda fase do estudo, os animais foram

tratados com cha verde e/ou sibutramina nas doses de 10mg/Kg por dia por via oral.
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4.6 Anédlise bioquimica

Ao final da segunda fase de tratamento, os animais foram anestesiados com cetamina
(140 mg/Kg) e xilazina (20 mg/Kg) via intraperitoneal (v.i.), onde foi possivel coletar o
sangue através de puncdo cardiaca para realizacdo de andlise bioquimica e hematoldgica. As
aliquotas de sangue foram armazenadas em mini tubos hemo com gel separador ativador de
coagulo e analisados no laboratério de acordo com as instrucbes do fabricante dos Kits
(Labtest). A partir dessas amostras foram avaliados os niveis séricos de colesterol total (CT) e
glicose (GLI). As analises de ureia, creatinina, &cido Urico, bilirrubina, AST, ALT, fosfatase
alcalina, nimero de hemacias, hemoglobina, hematdcrito, VCM, HCM, CHCM, leucdcitos e
plaquetas foram realizadas no ICTB.

Apds a coleta de sangue foram retirados os coxins adiposos epididimal, retroperitoneal
e perirenal, musculatura gastrocnémica, além do figado dos animais para posterior pesagem

em balanca analitica a fim de se obter o peso absoluto dos 6rgdos para posterior analise.

4.7 Analise estatistica dos testes farmacoldgicos

Os resultados foram obtidos através da média + erro padrdo para todas as analises, e a
comparacdo entre grupos para ganho de peso, delta ganho de peso, consumo alimentar e
consumo hidrico na primeira fase do estudo foram realizadas atravées do teste t-Student entre
grupos. Para a analise do consumo alimentar e consumo hidrico na fase de tratamento do
estudo da obesidade, utilizou-se o teste de analise de variancia (ANOVA one-way) Kruskal-
Wallis para dados ndo paramétricos com post-hoc Dunnett. Os resultados dos pesos absolutos
dos orgdos (figado, gordura visceral e musculatura gastrocnémica) foram obtidos através da
analise de variancia (ANOVA one-way) Kruskal-Wallis para dados ndo paramétricos, e para a
analise do perfil de células do sistema imune, usou-se o teste Turkey’s para multipla
comparagao, onde em todos os testes utilizados, considerou-se significativo p<0,05. Todas as

analises foram realizadas utilizando o software Graph Pad Prism versdo 3.00 para Windows 7.
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Os parametros da etapa analitica procederam de uma metodologia ja estabelecida pelo

Setor de Contaminantes — Departamento de Quimica do Instituto Nacional de Controle de

Qualidade em Saude (INCQS), local onde foi realizado o estudo. O fluxo de 1 mL/min

proporcionou um baixo consumo de solventes e da geracdo de residuos nas anélises.

As curvas de calibracdo (figura 2) foram calculadas a partir da area do pico em

relacdo a concentracdo de EGCG. A curva foi ajustada para uma funcdo linear, obtendo-se
coeficiente de regressio (R?) superior a 0,999906, como pode ser observado na tabela 6.

Tabela 6 - Coeficiente de regressao

Estatistica de regressao

R multiplo 0,999961
R-Quadrado 0,999922
R-quadrado 0,999906

ajustado

Erro padrao 0,318246

Observagoes
Fonte: (Do préprio autor, 2018)

A tabela 7 apresenta o resultado da analise de residuos da regresséo linear.

Tabela 7 - Resultado de residuos

7

Observagéo Y Residuos
previsto
1 1,180784 -0,04768
2 2,358137 -0,03954
3 5,833265 -0,19716
4 11,62666 0,468737
5 17,22649 0,102708
6 46,38705 -0,45355
7 90,81221 0,16649

Fonte: (Do préprio autor, 2018)
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Figura 2 - Curva de calibracdo da catequina EGCG em ché verde em cépsula com equacdo da
regressao linear
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Fonte: (Do préprio autor, 2018)

Os resultados dos cromatogramas obtidos através das anélises individuais das amostras
foram visualizados com o auxilio do software Chromeleon®. As condi¢des experimentais
definidas para as amostras de cha verde estdo descritas na tabela 2 através do UPLC-UV/Vis-
DAD foram: A 275 nm; coluna Phenomenex®; fluxo: 1 mL/min; solucdo de agua e
isopropanol a 50% (v/v); fase A: solucdo de heptanossulfonato 0,1% (p/v) com pH 3,55 e fase
C: acetonitrila.

As 11 amostras diferentes de cha verde em capsula foram avaliadas em duplicatas
(aliquotas a e b). As catequinas sdo ésteres do acido galico, como a EGCG que estdo presentes
no ché verde, assim como a cafeina, teofilina e teobromina. A amostra em branco indicou que
ndo houve interferéncia de outras espécies na amostra. Todas as amostras (A, B, C, D e E),
exceto a amostra F, junto com suas aliquotas, apresentaram cromatogramas UPLC-UV/Vis-
DAD com sobreposicdo da presenca do marcador catequina EGCG semelhante ao
cromatograma padréo da catequina que eluem em torno de 11,0 a 12,5 minutos, conforme as
figuras 3, 4, 5, 6 e 7. Na amostra F ndo foi observado o sinal marcador principal da catequina
EGCG, conforme a figura 6, indicando uma concentragcdo muito baixa dessa catequina no cha

verde.
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Figura 3 - Cromatograma das amostras de cha verde em céapsula, através do método de UPLC-

UV/Vis-DAD. As amostras estdo identificadas como branco, amostra A (lotes 1 e 2, aliquotas

ae b, cada), e amostra A (lote 3, aliquota a).
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Condigdes experimentais: Cromatograma obtido através de UPLC-UV/Vis-DAD, A: 275 nm, utilizando-se a
coluna Phenomenex, diluente: composto por uma solucéo de &gua e isopropanol a 50% v/v, fase A: solugdo a
0,1% de heptanossulfonato (p/v) com pH 3,55, fase C: acetonitrila, fluxo: 1 mL/min.

Fonte: (Do préprio autor, 2018)
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Figura 4 - Cromatograma das amostras de cha verde em cépsula, através do método de UPLC-
UV/Vis-DAD. As amostras estao identificadas como amostra A (lote 3, aliquota b), amostra B
(lotes 1 e 2, aliquotas a e b) e amostra C (lote 1, aliquota a).
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Condigdes experimentais: Cromatograma obtido através de UPLC-UV/Vis-DAD, A: 275 nm, utilizando-se a
coluna Phenomenex, diluente: composto por uma solucdo de agua e isopropanol a 50% v/v, fase A: solucdo a

0,1% de heptanossulfonato (p/v) com pH 3,55, fase C: acetonitrila, fluxo: 1 mL/min.

Fonte: (Do préprio autor, 2018)
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Figura 5 - Cromatograma das amostras de cha verde em céapsula, através do método de UPLC-
UV/Vis-DAD. As amostras estdo identificadas como amostra C (lote 1, aliquota b), amostra C

(lote 2, aliquotas a e b), amostra D (lote 1, aliquotas a e b) e amostra D (lote 2, aliquota a).
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Condigdes experimentais: Cromatograma obtido através de UPLC-UV/Vis-DAD, A: 275 nm, utilizando-se a
coluna Phenomenex, diluente: composto por uma solucdo de &gua e isopropanol a 50% v/v, fase A: solugdo a

0,1% de heptanossulfonato (p/v) com pH 3,55, fase C: acetonitrila, fluxo: 1 mL/min.

Fonte: (Do p

réprio autor, 2018)
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Figura 6 - Cromatograma das amostras de cha verde em céapsula, através do método de UPLC-
UV/Vis-DAD. As amostras estdo identificadas como amostra D (lote 2, aliquota b), amostra E

(lote Unico, aliquotas a e b) e amostra F (lote Unico, aliquotas a e b).
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Condigdes experimentais: Cromatograma obtido através de UPLC-UV/Vis-DAD, A: 275 nm, utilizando-se a
coluna Phenomenex, diluente: composto por uma solucdo de &gua e isopropanol a 50% v/v, fase A: solugdo a
0,1% de heptanossulfonato (p/v) com pH 3,55, fase C: acetonitrila, fluxo: 1 mL/min.

Fonte: (Do préprio autor, 2018)

O cromatograma da figura 7 refere-se a sobreposicdo da catequina EGCG da amostra

A (lote 1), frente o padréo, onde pode ser observado que a catequina EGCG eluiu na deflex&o

do background do gradiente, em torno de 11,0 a 12,5 minutos.
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Figura 7 - (a) Cromatograma UV/Vis referente a amostra A (lote 1) mostrando o pico em
276,03 nm da catequina EGCG com sobreposi¢do do padrdo da EGCG; (b) cromatograma
DAD referente a amostra A (lote 1).
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CondicBes experimentais: Cromatograma obtido através de UPLC-UV/Vis-DAD, A: 275 nm, utilizando-se a
coluna Phenomenex, diluente: composto por uma solucéo de agua e isopropanol a 50% v/v, fase A: solugdo a
0,1% de heptanossulfonato (p/v) com pH 3,55, fase C: acetonitrila, fluxo: 1 mL/min.

Fonte: (Do préprio autor, 2018)

A tabela 8 apresenta os teores da catequina EGCG (mg/g) de chas verdes
comercializados em capsula. Todas as amostras analisadas apresentaram valores de 5,83 a
48,55 mg/g de EGCG, exceto as das marcas D (lote 2) e F (lote Unico), cujas concentracGes de
EGCG foram de 1,47 e 0,145 mg/g, respectivamente. Acredita-se que este valor esta
relacionado a composicdo do produto onde a catequina possa estar em pequenas
concentragdes, quando comparadas aos demais ingredientes adicionados. Os resultados da
tabela 8 foram obtidos por meio da curva de calibragéo, presente na figura 2, cuja funcdo de y
foi: Y = 0,2277x + 0,0399. O valor de Y foi multiplicado pelo volume da diluicdo em agua /
Isopropanol (50:50 v/v), e apos, multiplicado pelo peso das amostras de cha, para se obter a

média e o0 desvio-padréo.
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Tabela 8 - Valores em mg/g dos teores da catequina EGCG encontradas em diversas marcas
de chéas verdes comercializados em cépsula.

Marcas / Lotes EGCG (mg/g)
A (lote 1) 19,56+0,87
A (lote 2) 23,06+0,07
A (lote 3) 23,944+1 53
B (lote 1) 34,09+0,66
B (lote 2) 48,55+8,53
C (lote 1) 39,25+0,17
C (lote 2) 41,02+1,38
D (lote 1) 12,94+0,03
D (lote 2) 1,47+0,01

E (Unico lote) 5,83+0,74

F (Unico lote) 0,145+0,01

Fonte: (Do préprio autor, 2018)

A tabela 9 indica as concentracdes de EGCG relacionadas ao consumo diario

recomendado por cada fabricante dos produtos analisados, segundo a equacéo 1.

Equacdo 1: [(gramatura da capsula x recomendacéo diaria por fabricante) x EGCG (mg/g)].
Ex.: [(0,5x 3) x 19,56] = 27,57 mg/g EGCG

De acordo com a recomendacdo diaria (capsulas/dia), o consumo de EGCG
proveniente desse tipo de produto pode ser maior ou menor, como podem ser observados nos

produtos das marcas C e F, respectivamente.
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Tabela 9 - Concentracdo de EGCG (mg/g) através da posologia informada por fabricante/dia
em diferentes marcas e lotes de chés verdes.

Marcas / Lotes Recomendacao diaria recomendada por EGCG
fabricante (capsulas/dia) (mg/g)
A (lote 1) 3 27,53
A (lote 2) 3 32,51
A (lote 3) 3 33,75
B (lote 1) 2 32,04
B (lote 2) 2 45,63
C (lote 1) 4 73,79
C (lote 2) 4 77,11
D (lote 1) 4 24,32
D (lote 2) 4 2,76
E (Unico lote) 1 5,83
F (Unico lote) 4 1,09

Fonte: (Do préprio autor, 2018)

5.2 Qualidade de chas verdes em capsula quanto a presenca de contaminantes

inorganicos por GFAAS

Os resultados das amostras obtidos atraves de interpolacdo em curvas de calibracéo
analiticas e os limites de detecgdo (LD) e quantificacdo (LQ) estdo apresentados na tabela 10
para cada elemento. A recuperacdo dos elementos inorganicos adicionados as amostras foi de

90 a 100% como demonstrado na tabela 11.



57

Tabela 10 - Elemento, técnica, comprimento de onda, coeficiente de correlacéo (r), equagédo
dareta e LQ para As, Cd e Pb.

Elemento Técnica A (nm) (n Equagdo da Reta LQ (ug/L)
As GF AAS 193,7 0,9983 Y= 0,0020x - 0,0006 2
Cd GF AAS 228,8 0,9996 Y=0,050x + 0,0017 0,5
Pb GF AAS 283,3 0,9996 Y=0,0027x — 0,0057 10

Fonte: (Do préprio autor, 2018)

Tabela 11 - Dados de recuperacdo para amostras fortificadas com As, Cd e Pb.

Elemento Quantidade Resultado obtido % Recuperacédo
adicionada (pg/L) (Mg/L)
As 30 27,08 90
Cd 30 30,00 100
Pb 30 29,25 98

Fonte: (Do préprio autor, 2018)

Um total de onze amostras de diferentes marcas e lotes de chas verdes comercializados
em cdapsula foram analisados quanto a presenca de contaminantes inorganicos. As
concentragdes dos elementos As, Cd e Pb (mg/Kg) estdo ilustradas na tabela 12. Os resultados
indicam que as concentracGes dos elementos arsénico e cadmio encontram-se dentro dos
limites mé&ximos permitidos (LMP) por legislagéo brasileira, segundo a RDC n° 42, de 29 de
agosto de 2013. Entretanto, para a concentracdo do elemento chumbo, as amostras A, B, D
(lote 1) e E foram identificadas como acima dos limites maximos permitidos pela legislacéo

vigente.
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Tabela 12 - Concentragdo (mg/Kg) dos elementos inorgénicos As, Cd e Pb nas amostras
estudadas por GF AAS (n=2).

Amostras As (mg/Kg) Cd (mg/Kg) Pb (mg/Kg)
Legislacdo mg/Kg 0,6 0,4 0,6
LQ mg/Kg 0,1 0,025 0,25
Alote 1 0,487+0,10 0,21+0,02 2,03+0,07
Alote 2 0,37+0,09 0,28+0,01 4,54+0,03
Alote 3 0,49+0,09 0,094+0,01 4,50+0,57
B lote 1 <0,1 0,12+0,01 1,37+0,03
B lote 2 <0,1 0,16+0,01 1,9+0,3
Clote 1 0,37+0,03 <0,025 0,22+0,01
C lote 2 0,469+0,07 <0,025 0,33+0,09
D lote 1 <0,1 0,09+0,01 0,7+0,1
D lote 2 <0,1 0,062+0,01 0,22+0,01
E <0,1 0,094+0,01 0,63+0,01
F <0,1 <0,025 <0,25

Fonte: (Do proprio autor, 2018)

5.3 Ensaio da obesidade

Durante a primeira fase do ensaio de obesidade foi possivel observar que o0s animais
que consumiram uma dieta hiperlipidica apresentaram um aumento, significativo, no ganho de
peso (g) a partir da 5% semana de consumo alimentar, estendendo-se até o final desta fase, em
comparagdo ao grupo que recebeu a dieta normolipidica (figura 8). O mesmo pode ser
observado na figura 9 cujos valores indicam o ganho de peso através do calculo do delta peso

(%), corroborando com os dados de ganho de peso em gramas (figura 8).
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Figura 8 - Ganho de peso (g) dos animais durante 17 semanas de consumo de dieta
hiperlipidica (n= 30) e dieta normolipidica (n= 30).
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Os resultados foram obtidos através da média + erro padrdo, e a comparacao entre grupos foi feita através do

teste t-Student, onde p<0,05.
Fonte: (Do préprio autor, 2018)

Figura 9 - Ganho de peso através do delta peso (%) dos animais durante 17 semanas de
consumo de dieta hiperlipidica (n= 30) e dieta normolipidica (n= 30).
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Os resultados foram obtidos através da média + erro padrdo, e a comparacdo entre grupos foi feita através do

teste t-Student, onde p<0,05.
Fonte: (Do proprio autor, 2018)

As dietas propostas para este estudo foram as dietas hiperlipidica com,

aproximadamente, 60% de lipideos e dieta normolipidica com 15% de lipideos. Os animais
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que consumiram a dieta hiperlipidica apresentaram uma reducgdo significante no consumo
alimentar quando comparado ao grupo dieta normolipidica (figura 10), desde a primeira
semana de consumo alimentar perdurando até o final da primeira fase, onde a reducdo da
ingestdo alimentar deve-se ao poder de saciedade da dieta proporcionado pela alta ingestdo de
lipideos. A figura 11 ilustra o consumo hidrico entre grupos, onde os animais da dieta
hiperlipidica apresentaram uma reduc¢do no consumo hidrico, quando comparado ao grupo
dieta normolipidica. Acredita-se que essa reducdo no consumo hidrico nesta fase esteja
relacionada ao aumento do consumo caldrico e pela composicdo da dieta, sendo esta rica em

gorduras saturadas.

Figura 10 - Consumo alimentar dos camundongos C57BL/6J durante 17 semanas de consumo
de dieta hiperlipidica (n= 30) e dieta normolipidica (n= 30).
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Os resultados foram obtidos através da média + erro padrdo, e a comparacdo entre grupos foi feita através do
teste t-Student, onde p<0,05.
Fonte: (Do préprio autor, 2018)
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Figura 11 - Consumo hidrico de camundongos C57BL/6J durante 17 semanas de consumo de
dieta hiperlipidica (n= 30) e dieta normolipidica (n= 30).
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resultados foram obtidos através da média + erro padréo, e a comparagdo entre grupos foi feita através do teste t-
Student, onde p<0,05.
Fonte: (Do préprio autor, 2018)

5.3.1 Tratamento com cha verde em cépsula

Na segunda fase do estudo, os animais que consumiram as dietas hiperlipidica e
normolipidica foram mantidos em seus atuais grupos dietéticos, sendo eles, posteriormente,
subdivididos em seis novos grupos para dar inicio ao tratamento com o cha verde.

Os animais do grupo dieta normolipidica tratados com cha verde apresentaram
reducdo no peso corporal, significativo, durante as 4 semanas de tratamento (0,53+0,94;
0,19+1,01, 0,25+0,93 e 0,89+1,25 g), quando comparada ao grupo dieta normolipidica
tratados com salina (0,99+0,25; 1,23+0,29; 1,58+0,18 e 1,78+0,33 g), mostrando que o
tratamento com o ch& verde em capsula foi capaz de reduzir o peso corporal dos animais
diante do consumo de dieta normolipidica (figura 12).

Ja os animais do grupo dieta hiperlipidica tratados com sibutramina apresentaram uma
perda de peso significativa durante todo o tratamento (3,07+0,07; 3,19+0,14; 3,59+0,03 e
2,81+0,5 @), quando comparado ao grupo dieta hiperlipidica tratados com salina (0,76+0,34;
1,08+0,57; 1,22+0,77 e 1,95+0,75 g), mostrando que o farmaco inibidor de apetite foi capaz
de inibir o ganho de peso corporal nos animais, mesmo com o consumo de uma dieta rica em
lipideos (figura 13). Entretanto, o efeito da perda de peso ndo foi observado na comparagédo
entre os grupos dieta hiperlipidica tratados com o cha verde (0,52+0,36; 0,55+0,42; 1,88+0,80
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e 3,7+0,37 g) com o grupo dieta hiperlipidica tratados com salina, como pode ser observado
na figura 13.

Figura 12 - Ganho de peso entre os grupos dieta normolipidica + salina (10 mg/kg/dia) (n=6),
dieta hiperlipidica + salina (10 mg/kg/dia) (n=6), dieta normolipidica + tratamento com
sibutramina 10 mg/kg/dia (n=5), dieta hiperlipidica + tratamento com sibutramina 10
mg/kg/dia (n=6), dieta normolipidica + consumo de cha verde 10 mg/kg/dia (n=4) e dieta

hiperlipidica + consumo de cha verde 10 mg/kg/dia (n=7).
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Ganho de peso corporal (g) em camundongos C57BL6/J com consumo de dieta normolipidica tratados com
salina, sibutramina ou cha verde (10 mg/Kg) durante quatro semanas. Os resultados mostram que o grupo dieta
normolipidica tratados com cha verde apresentou significancia estatistica quando comparado ao grupo controle.
Os resultados foram obtidos através da média + erro padrdo, e a comparacao entre grupos foi feita através do
teste t-Student, onde p<0,05.

Fonte: (Do préprio autor, 2018)
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Figura 13 - Ganho de peso entre os grupos dieta normolipidica + salina (10 mg/kg/dia) (n=6),
dieta hiperlipidica + salina (10 mg/kg/dia) (n=6), dieta normolipidica + tratamento com
sibutramina 10 mg/kg/dia (n=5), dieta hiperlipidica + tratamento com sibutramina 10
mg/kg/dia (n=6), dieta normolipidica + consumo de cha verde 10 mg/kg/dia (n=4) e dieta

hiperlipidica + consumo de ché verde 10 mg/kg/dia (n=7).
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Ganho de peso corporal (g) em camundongos C57BL6/J com consumo de dieta hiperlipidica tratados com salina,
sibutramina ou cha verde (10 mg/Kg) durante quatro semanas. Os resultados mostram que o grupo dieta
hiperlipidica tratados com sibutramina apresentou significancia estatistica quando comparado ao seu grupo
controle.

Os resultados foram obtidos através da media + erro padrdo, e a comparacdo entre grupos foi feita através do
teste t-Student, onde p<0,05.

Fonte: (Do préprio autor, 2018)

A figura 14 mostra que os animais que consumiram uma dieta normolipidica e foram
tratados com o cha verde durante 4 semanas apresentaram reducdo no consumo alimentar,
corroborando com os dados ilustrados na figura 12, onde essa reducdo do consumo alimentar
estd associada a reducdo no peso corporal, sendo este significativo desde a primeira semana

de tratamento, perdurando até o final do estudo.
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Figura 14 - Consumo alimentar (g) entre grupos tratados com salina, sibutramina ou cha verde

durante quatro semanas
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Os resultados mostram que o grupo dieta normolipidica tratados com cha verde apresentaram uma redugao,
significativa, no consumo alimentar durante quarto semanas de tratamento. Os resultados foram obtidos através
da média + erro padrdo, e a comparacdo entre grupos foi feita através do teste ANOVA one way kruskal-wallis
com teste post-hoc dunnett, onde p<0,05.

Fonte: (Do préprio autor, 2018)

N&o foi observada diferenca estatistica entre os grupos tratados quanto ao consumo

hidrico durante as quatro semanas de estudo, conforme esté ilustrado na figura 15.

Figura 15 - Consumo alimentar (g) entre grupos tratados com salina, sibutramina ou cha verde

durante quatro semanas.

~ 300 1 Dieta normolipidica
3 I Dieta normolipidica + sibutramina
38 2001, == Dieta normolipidica + cha verde
S i F 1 1 Dieta hiperlipidica
= 5. B3 Dieta hiperlipidica + sibutramina
% 1004 o E= Dieta hiperlipidica + cha verde
c b K

° 1.00 2.00 3.00

Semanas de tratamento

Os resultados foram obtidos através da média + erro padrdo, e a comparacao entre grupos foi feita através do
teste ANOVA one way kruskal-wallis com teste post-hoc dunnett, onde p<0,05.
Fonte: (Do préprio autor, 2018)
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Em relacdo aos indices de peso absoluto do figado, gordura visceral e musculatura
gastrocnémica entre grupos, foi possivel observar que ndao houve diferenca estatistica entre 0s
grupos dieta normolipidica tratados quando comparado ao grupo controle dieta normolipidica,
e dieta hiperlipidica tratados quando comparado ao grupo controle dieta hiperlipidica (figuras
16, 17 e 18).

Figura 16 - Peso absoluto do figado dos animais dos grupos dieta normolipidica + salina (10
mg/kg/dia) (n=6), dieta hiperlipidica + salina (10 mg/kg/dia) (n=6), dieta normolipidica +
tratamento com sibutramina 10 mg/kg/dia (n=5), dieta hiperlipidica + tratamento com
sibutramina 10 mg/kg/dia (n=6), dieta normolipidica + consumo de cha verde 10 mg/kg/dia

(n=4) e dieta hiperlipidica + consumo de cha verde 10 mg/kg/dia (n=7).
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Os resultados foram obtidos através da média + erro padrdo, e a comparacdo entre grupos foi feita através do
teste ANOVA one way kruskal-wallis com teste post-hoc dunnett, onde p<0,05.
Fonte: (Do préprio autor, 2018)
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Figura 17 - Peso absoluto dos tecidos adiposos (retroperitoneal, epididimal e perirrenal) dos
animais nos grupos dieta normolipidica + salina (10 mg/kg/dia) (n=6), dieta hiperlipidica +
salina (10 mg/kg/dia) (n=6), dieta normolipidica + tratamento com sibutramina 10 mg/kg/dia
(n=5), dieta hiperlipidica + tratamento com sibutramina 10 mg/kg/dia (n=6), dieta
normolipidica + consumo de cha verde 10 mg/kg/dia (n=4) e dieta hiperlipidica + consumo de
ché verde 10 mg/kg/dia (n=7).
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Os resultados foram obtidos através da média + erro padrdo, e a comparacao entre grupos foi feita através do
teste ANOVA one way kruskal-wallis com teste post-hoc dunnett, onde p<0,05.
Fonte: (Do préprio autor, 2018)
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Figura 18 - Peso absoluto do tecido muscular gastrocnémico dos animais nos grupos dieta
normolipidica + salina (10 mg/kg/dia) (n=6), dieta hiperlipidica + salina (10 mg/kg/dia)
(n=6), dieta normolipidica + tratamento com sibutramina 10 mg/kg/dia (n=5), dieta
hiperlipidica + tratamento com sibutramina 10 mg/kg/dia (n=6), dieta normolipidica +
consumo de ché verde 10 mg/kg/dia (n=4) e dieta hiperlipidica + consumo de cha verde 10
mg/kg/dia (n=7).
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Os resultados foram obtidos através da média + erro padrdo, e a comparacao entre grupos foi feita através do
teste ANOVA one way kruskal-wallis com teste post-hoc dunnett, onde p<0,05.
Fonte: (Do préprio autor, 2018)

Ja as andlises bioquimicas mostraram que o0s animais obesos da dieta hiperlipidica
tratados com sibutramina apresentaram reducdo significativa nos niveis plasmaticos de
colesterol e ureia quando comparados aos animais obesos do grupo controle dieta
hiperlipidica. Em contrapartida, foi observado que o0s animais obesos tratados com
sibutramina apresentaram um aumento, significativo, nos niveis plasmaticos de ALT. Ja os
animais obesos da dieta hiperlipidica tratados com cha verde apresentaram uma reducdo,
significativa, nos niveis plasmaticos de AST, quando comparados ao grupo controle,
conforme pode ser observado na tabela 13. J4 os animais do grupo dieta normolipidica
tratados com chéa verde apresentaram uma reducdo, significativa, nos niveis plasmaticos de
glicose, quando comparado ao grupo controle dieta normolipidica. E o tratamento com o cha
verde mostrou ser capaz de aumentar, significativamente, os niveis plasmaticos de enzimas
hepéticas como a AST e a ALT em animais que consumiram uma dieta normolipidica (tabela
13).
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Tabela 13 - Andlise bioquimica entre os grupos dieta normolipidica, dieta hiperlipidica, dieta

normolipidica + tratamento com sibutramina, dieta hiperlipidica + tratamento com

sibutramina, dieta normolipidica + consumo de cha verde e dieta hiperlipidica + consumo de

cha verde.
Parametros Dieta Dieta Dieta Dieta Dieta Dieta
normolipidica normolipidica normolipidica  hiperlipidica  hiperlipidica hiperlipidica
+ sibutramina + chéa verde + + chéa verde
sibutramina
Glicose 405,86 £+ 71,91 334,65+85,75 254,48 +42,76 372,64 + 339,86 + 9,91 424,59 +
(mg/dL) &3 65,03 43,22
Colesterol 105,40 +12,84 114,41 +17,65 97,59 £ 5,27 213,06 + 166,66 + 207,59 +
(mg/dL) 28,27 18,77 ** 25,46
Ureia 47,85 + 6,94 51,14 + 10,03 49,32 + 4,45 455+ 1,84 37,46 + 1,61 42,3+9,75
(mg/dL) Hx
Creatinina 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
(mg/dL)
Acido drico 1,07 £ 0,26 0,89+0,3 1,42 +0,35 1,48 £ 0,47 1,04 £ 0,29 1,02+0,17
(mg/dL)
Bilirrubina 0,5+0,36 0,5+0,28 0,7+0,16 0,7+0,23 0,7 0,07 +0,18
(mg/dL)
AST (U/L) 55,0 + 6,48 50,89 +11,43 955+26,18* 56,83+9,06 51,6+10,89 39,0+2,82
*%*
ALT (U/L) 36,75+ 2,62 3843+1758 545+1087* 29,83+8,08 4466+7,68 39,71+10,11
**k
Fosfatase 81,4+9,20 66,70 + 20,17 75,0 £ 9,55 42,83+3,60 40,16 +8,47 45,28 +5,82
alcalina
(U/L)

Fonte: (Do préprio autor, 2018)

Uma das praticas mais comuns para obter resultados sobre o estado de salde dos

animais em estudos experimentais é atraves da hematologia clinica. Em nosso estudo,

observamos que ndo houve diferenca estatistica entre grupos dieta normolipidica tratados e
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dieta hiperlipidica tratados quando comparados aos seus respectivos grupos controle tanto

para 0 hemograma, quanto para o plaquetograma (tabela 14).

Tabela 14 - Hemograma entre os grupos dieta normolipidica, dieta hiperlipidica, dieta

normolipidica + tratamento com sibutramina, dieta hiperlipidica + tratamento com sibutramina,

dieta normolipidica + consumo de ch& verde e dieta hiperlipidica + consumo de cha verde.

Eritograma Dieta Dieta Dieta Dieta Dieta Dieta

Normolipidica  Hiperlipidica normolipidica  hiperlipidica+ normolipidica hiperlipidica
+sibutramina  sibutramina + ché verde + cha verde

Hemaécias 8,13+0,67 7,76+0,40 8,03+0,40 7,72+0,65 7,7610,40 7,87+0,32

(milhGes/mm3)

Hemoglobina 11,23+1,01 10,72+0,36 11,25+0,51 10,93+1,05 11,15+0,07 11,22+0,54

(g/dL)

Hematdcrito 42,31+4,09 39,98+1,43 42,22+2,07 40,06+4,21 41,1+0,56 41,7+2,28

(%)

VCM (fm3) 51,95+0,99 51,54+0,99 52,55+0,54 51,8+1,11 53,3+0,14 44,38+19,20

HCM (pg) 13,81+0,17 13,84+0,25 14+0,08 14,13+0,23 14,45+0,07 14,16+0,32

CHCM (g/dL) 26,56+0,43 26,82+0,27 26,65+0,23 27,3+0,4 27,15+0,21 26,94+0,21

Leucécitos 4,48+1,23 3,48+2,06 5,65+1,76 7,36+1,97 5,3+0,98 3,78+0,66

(mil/mma3)

Plaquetas 1297,6+£348,11  1293,8+174,93 1397,5+190,66 1073+105,01 1108+272,94 1161,6+54,99

(mil/mm3)

Fonte: (Do proprio autor, 2018)

A obesidade é caracterizada como uma doenca crénica de baixo estado inflamatorio,

representada pela hipertrofia e hiperplasia de adipocitos, sendo estes relacionados a presenca

das alteracGes metabdlicas observadas na doenca. Células de defesa, como leucdcitos, estéo

correlacionadas ao perfil inflamatorio da doenca, sendo a contagem das mesmas um

diferencial para a visualizagdo dessas alteracdes metabdlicas.
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A partir de uma gota de sangue retirada da cauda do animal foi possivel realizar a
contagem total de células por esfregaco em lamina, e assim, contabilizar o nimero de
leucdcitos presentes como: eosinodfilos, neutrofilos e células mononucleares. Na figura 19 é
possivel observar que essa contagem ndo apresentou diferenca estatistica entre grupos,
mostrando que a alimentacdo e o tratamento entre grupos ndo apresentaram um perfil de

resposta celular especifico.

Figura 19 - Contagem total de celulas por esfregaco em lamina. Foram identificados
eosinofilos, neutréfilos e células mononucleares dos grupos dieta normolipidica + salina (10
mg/kg/dia) (n=6), dieta hiperlipidica + salina (10 mg/kg/dia) (n=6), dieta normolipidica +
tratamento com sibutramina 10 mg/kg/dia (n=5), dieta hiperlipidica + tratamento com
sibutramina 10 mg/kg/dia (n=6), dieta normolipidica + consumo de cha verde 10 mg/kg/dia

(n=4) e dieta hiperlipidica + consumo de cha verde 10 mg/kg/dia (n=7).
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Os resultados foram obtidos através da média + desvio padréo, e a comparagdo entre grupos foi feita através do
ANOVA one-way ndo paramétrico Turkey’s multiple comparison test, onde p<0.05.
Fonte: (Do proprio autor, 2018)
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6 DISCUSSAO

6.1 EGCG

A cromatografia liquida de ultra eficiéncia € a técnica de separagdo mais comumente
aplicada para andlise de adulterantes farmacéuticos em suplementos alimentares, em
particular para aqueles utilizados para perda de peso (VIEIRA, NAAMURA e NOGUTI,
2002).

As catequinas séo ésteres do acido galico, como a EGCG que estdo presentes no cha
verde, assim como a cafeina, teofilina e teobromina. As amostras identificadas nos
cromatogramas das figuras 3, 4, 5, 6 e 7 (Ala, Alb, A2a, A2b, A3a, A3b, Bla, Blb, B2a,
B2b, Cla, Clb, C2a, C2b, Dla, D1b, D2a, D2b, Ea e Eb) apresentaram cromatogramas
UV/Vis-DAD com sobreposicdo da presenca do marcador catequina EGCG semelhante ao
cromatograma padréo da catequina (figura 7).

Estudos que avaliaram a qualidade de suplementos alimentares a base de cha verde
atentaram para problemas relacionados aos teores de EGCG e cafeina declarados nos rétulos
dos produtos. Seeram et al. (2006), avaliaram a qualidade dos suplementos alimentares de cha
verde, onde foi verificado que seis das onze amostras avaliadas apresentavam que as
descri¢des dos niveis de catequina possuiam niveis menores de EGCG em comparacdo as
informacBes descritas nos rétulos. Ja Manning e Roberts (2003), também apontaram
problemas na qualidade dos suplementos alimentares a base de cha verde, onde foi constatado
que os teores de catequina em sete produtos comerciais analisados foram menores do que o0
declarado em rotulo.

A tabela 8 apresenta os valores da catequina EGCG em massa por massa (mg/g) nos
chés verdes adquiridos na apresentacdo farmacéutica cdpsula. N&o foi encontrado, nos
produtos, informagdes que alegavam os valores ou quantidades dos niveis da catequina EGCG
no rétulo dos mesmos ou na faixa de informacdo nutricional. Dentre as onze amostras
avaliadas, as marcas A, B e C (em todos os lotes analisados) foram as que apresentaram 0s
maiores niveis de catequina encontrados nestes produtos comercializados em cépsula,
corroborando com os dados encontrados na literatura, onde produtos distribuidos como cha
verde apresentaram até 58% (% m/m) de EGCG (SEERAM et al., 2006; MANNING e
ROBERTS, 2003).

Na tabela 9 foi possivel observar os niveis encontrados nos chas verdes para a
catequina EGCG (mg/g) convertida para a dose diaria de consumo recomendada pelos
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fabricantes. Os valores apresentam doses didrias recomendadas elevadas corroborando com
dados encontrados na literatura (SEERAM et al., 2006; MANNING e ROBERTS, 2003).

6.2 Contaminantes inorganicos

Em um total de onze amostras analisadas de chés verdes em céapsulas foi observado
que as concentracfes dos elementos As e Cd encontraram-se dentro dos limites maximos
permitidos (LMP) por legislacédo, e as marcas A (todos os lotes), B (todos os lotes), D (lote 1)
e E (lote unico) indicaram concentracbes do elemento chumbo acima do limite maximo
permitido pela legislacdo vigente (tabela 12).

Elementos traco em plantas medicinais podem estar presentes em diferentes
concentracgdes, e esses niveis sdo influenciados por fatores como: tipo de planta, tipo de solo,
clima, uso de fertilizantes e de agrotéxicos na plantacdo. Segundo Pereira Janior (2016), a
presenca de contaminantes inorganicos em plantas € decorrente da presenca de um solo acido,
onde esses elementos estdo em maior disponibilidade, o que contribui para a absorcdo destes
pelas raizes (PEREIRA JUNIOR, 2016).

Zhong et al. (2016) mostraram que 0s niveis de chumbo encontrados em chas sdo
muito dispersos, onde ha concentragdes de 0,48 a 10,57 mg/Kg. Os autores relataram que as
menores concentracdes do elemento chumbo foi observada nos chéas de jasmine (0,48 mg/Kg),
engquanto que as maiores concentracdes foram observadas em chéas verdes (10,57 mg/Kg).
Além disso, foi observado que as concentracfes entre chas provenientes da Camellia sinensis
sdo diferentes entre si, onde o ché branco apresentou niveis de chumbo em concentracdo 0,51
mg/Kg, o cha oolong com concentracdo em 2,45 mg/Kg, e o cha verde com concentracdo de
4,75 mg/Kg, mostrando que, talvez, o nivel da presenca desse elemento inorganico esteja
relacionado com o processo de obtencdo do produto (ZHONG et al., 2016).

Os chés sdo capazes de absorver elementos essenciais e nao essenciais como 0
chumbo através do solo, agua e particulas suspensas no ar atmosférico, acumulando estes em
suas folhas. Em paises dos continentes europeu, oceanico, asiatico e americano, a
determinacdo para niveis de chumbo pelas legislacdes locais é diferente das determinadas pela
legislacdo brasileira (0,6 mg/Kg) (BRASIL, 2013), como: 5 mg/Kg na China (ZHONG et al.,
2016), 10 mg/Kg na Austrélia, Canada e india, e 20 mg/Kg no Japdo (SANTOS et al., 2015).
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6.3 Ensaio de obesidade

O cha verde € um produto conhecido mundialmente pelas suas propriedades no auxilio
na perda de peso, com atividade hipoglicémica e hipocolesterolémica. Estudos realizados com
o produto ch& verde, constituido com todas as catequinas e cafeina sdo escassos, pois na
literatura ha uma maior prevaléncia de estudos que abordam as fung¢des da catequina EGCG,
por ser a catequina que possui maior atividade bioldgica com propriedade anti-inflamatéria.

Nishiumi et al. (2010) utilizaram em seu estudo camundongos da linhagem C57BL6/J
com dieta normolipidica e hiperlipidica, onde os animais foram tratados com uma infuséo das
folhas do ché verde (Camellia sinensis), mostrando que assim como foi observado em nosso
estudo, a dieta hiperlipidica foi capaz de levar a obesidade, com um aumento de peso
corporal, significativo, nos animais quando comparados aos animais do grupo dieta
normolipidica. Quando os animais foram suplementados por 14 semanas com a infusdo das
folhas do ch& verde foi observado que o tratamento foi capaz de reduzir o volume de peso
corporal no grupo dieta hiperlipidica tratados com cha verde, quando comparado ao grupo
controle (NISHIUMI et al., 2010), porém o mesmo ndo foi observado em nosso estudo, onde
nossos animais, tratados com cha verde por 4 semanas ndo apresentaram perda de peso
corporal ou protecdo no ganho de peso.

Em um estudo publicado em 2016, foi realizada uma infusdo com 5 gramas das folhas
de cha verde (Camellia sinensis) imersas em 100 mL de agua fervente por 1 min, a fim de
mimetizar o preparo tradicional do cha pela populacdo chinesa. Essa infusdo foi ofertada para
0s animais que consumiram uma dieta hiperlipidica durante 13 semanas. No decorrer do
estudo, observou-se durante as quatro primeiras semanas de tratamento que ndo houve
significancia estatistica entre os grupos dieta hipolipidica, dieta hiperlipidica e dieta
hiperlipidica tratados com cha verde, onde o peso corporal entre grupos permaneceu igual. Foi
somente a partir da sexta semana de tratamento que pode ser observado que o grupo dos
animais tratados com o cha verde apresentaram uma protecao, significativa, no ganho de peso
corporal em comparacao aos animais da dieta hiperlipidica que perdurou-se até o final da 132
semana de tratamento (LIU et al., 2016).

Jang et al. (2013) mostraram que animais da linhagem C57BL6/J tratados com 50
mg/Kg por 10 semanas com extrato de cha verde (EGCG) apresentaram significancia
estatistica somente na décima semana de tratamento, mostrando que o extrato de cha verde na
dose de 50 mg/Kg por dia néo foi capaz de promover protecdo ou redugéo de ganho de peso

corporal antes da 10% semana de tratamento (JANG et al., 2013).
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Segundo Nomura et al. (2015), animais obesos tratados com infusdo das folhas de cha
verde ndo apresentaram diferenca estatistica, ao final de 4 semanas, no tratamento com ché
verde em relacdo aos niveis plasmaticos de colesterol total, mostrando que a bebida ndo foi
capaz de interferir positivamente na reducdo dos niveis de colesterol nos animais. Em adicéo,
estudos realizados com extrato de cha verde (EGCG) mostraram que o tratamento durante 8
semanas com 400 mg/Kg de EGCG né&o foi capaz de reduzir aos valores normais os niveis de
colesterol plasmatico (CUNHA et al., 2013).

Estudos indicam que as catequinas do cha verde sdo capazes de regular a expressao de
IGFBP-1 em adipdcitos, através da inibicdo da expressdo de IGF-1 que € responsavel pela
diferenciacdo de adipdcitos. Além disso, as catequinas sdo capazes de regular a expressdo de
insulina, sugerindo que elas sdo capazes de mimetizar a acdo da insulina no musculo
esquelético, enquanto que no tecido adiposo, as catequinas sdo capazes de inibir a acdo da
insulina. Animais obesos tratados com extrato de ché verde (415 mg/L de EGCG) durante 14
semanas apresentaram reducdo nos niveis de glicose plasmatica, quando comparados ao grupo
controle (UEDA e ASHIDA, 2012). Em contrapartida, Friedrich et al. (2012) mostraram que
animais obesos tratados com 0,5% de EGCG (94% de concentracdo) ndo foi capaz de reduzir
0s niveis plasmaéticos de glicose e de colesterol nas fases pos-absortiva e pos-prandial por
todo o tratamento (UEDA e ASHIDA, 2012 e FRIEDRICH et al., 2012).

De acordo com Chen et al. (2011), a associacdo de uma dieta hiperlipidica resulta em
altos niveis de ALT, além de promover um aumento na deposicdo de gordura no figado. Com
isso, observamos em nosso estudo que os animais da dieta hiperlipidica tratados com o cha
verde por 4 semanas ndo apresentaram reducdo no peso corporal, e em consequéncia disso,
ndo apresentando significancia estatistica no peso relativo do figado entre grupos, dos grupos
dieta hiperlipidica tratado com cha e normolipidica tratados com cha verde, quando
comparados aos seus grupos controle. Entretanto, Chen et al. (2011) observaram que 0s
animais obesos tratados com extrato de cha verde (EGCG) apresentaram uma reducéo no peso
absoluto do figado, quando comparado ao grupo controle. Em adi¢do, os autores mostraram
gue os animais obesos da dieta hiperlipidica tratados com o extrato de cha verde apresentaram
um menor percentual de gordura visceral (mesentérica, epididimal e retroperitoneal) quando
comparado ao grupo controle (SANTAMARINA et al., 2015, CHEN et al., 2011 e BOSE et
al., 2010).

Niveis plasmaticos de AST, ALT e ureia sdo efetivos indicadores de injaria hepatica,
como esteatose hepética ndo alcoolica. Segundo Mak-Soon Lee (2009), o tratamento com 2 e

5 mg/Kg por dia de extrato de cha verde (EGCG) em animais obesos ndo foi capaz de reduzir
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0s niveis plasméaticos de AST. Em contrapartida, nossos dados mostram que a dose de 10
mg/Kg por dia foi capaz de reduzir, significativamente, os niveis plasméaticos de AST em
animais obesos (tabela 13).

A obesidade é uma doenca de baixo estado inflamatdrio, onde ha a presenca de células
com caracteristicas pré-inflamatorias que contribuem para a manutencdo do estado
inflamatorio observado na doenca. Em nosso estudo, ndo foi possivel observar mudanga no
perfil hematoldgico ou no aumento da concentracdo de neutréfilos e monadcitos circulantes
nos animais da dieta hiperlipidica tratados com cha verde em comparacdo aos demais grupos.
De acordo com Soares (2015) em seu estudo com animais obesos em condigdo de hiperdxia,
houve uma reducdo significativa de hemacias, hemoglobina e hematdcrito em animais
expostos a essa condicao. Entretanto, Zaldivar et al. (2006) demostraram que ha uma maior
concentracdo de neutréfilos e mondcitos circulantes em obesos (SOARES, 2015 e
ZALDIVAR et al., 2006).
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7 CONCLUSAO

A presenga da catequina EGCG é conhecido como um dos marcadores principais para
a identificacdo do produto como cha verde (Camellia sinensis). Nas analises realizadas por
cromatografia liquida com detector UV/Vis-DAD, as marcas A, B, C, D e E em todos os lotes
analisados, exceto a amostra F, apresentaram um perfil cromatogréfico semelhante ao
apresentado pelo padréo da catequina EGCG. Entretanto, foi observado que os produtos que
continham como ingrediente principal o cha verde (Camellia sinensis) - marcas A, B e C,
continham os maiores valores em mg/g da catequina EGCG no produto.

Em nossos achados, as amostras de cha verde comercializadas em cépsula contém
desde um unico ingrediente, o ch& verde, a varios outros como a acerola, vitaminas e
minerais. Segundo a analise realizada por GFAAS para os elementos As, Cd e Pb, identificou-
se que todas as amostras para 0 As e 0 Cd encontraram-se dentro dos limites maximos
permitidos por legislagdo. Entretanto, para o elemento Pb, encontrou-se que as marcas A
(todos os lotes), B (todos os lotes), D (lote 1) e E (lote Unico) apresentaram limites maximos
permitidos acima do estipulado pela legislacéo brasileira.

O ensaio farmacoldgico com animais induzidos a obesidade mostrou que o tratamento
com cha verde por 4 semanas ndo foi capaz de proteger ou reduzir o ganho de peso corporal
dos animais obesos que consumiram uma dieta hiperlipidica. Entretanto, observou-se que o
cha verde apresentou um perfil de protecdo no ganho de peso corporal em relacdo aos animais

gue consumiram uma dieta normolipidica e foram tratados com ché verde.
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ANEXO A — Leituras 1 e 2 das amostras de diferentes marcas e lotes de cha verde em cépsula
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atraves da técnica de cromatografia liquida de ultra eficiéncia com detector UV-visivel com

arranjo de diodos.

Amostra Leitura 1 Leitura 2
la 82,57 81,59
1b 85,41 86,31
2a 98,57 99,80
2b 99,18 100,25
3a 151,42 152,26
3b 148,00 149,04
4a 56,82 57,58
4b 56,60 57,12
5a 7,87 7,93
5b 8,34 8,38
6a 111,36 111,74
6b 110,08 110,52
7a 166,72 168,01
7b 170,70 172,97
8a 171,11 172,94
8b 176,44 178,62
9a 236,77 235,73
9b 186,47 185,34
10a 29,70 30,13
10b 24,69 25,14
11a 2,32 2,30
11b 2,26 2,25
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ANEXO B — Valores da media das concentracdes para a curva de calibracdo em pg/mL da
catequina EGCG obtidas através da técnica de cromatografia liquida de ultra eficiéncia com
detector UV-visivel com arranjo de diodos.

pg/mL Valores Média

1,1276

5,01 1,1393 1,1331

1,1325

2,3321

10,18 2,3073 2,3186

2,3163

5,5698

25,44 5,6962 5,6361

5,6422

12,1059

50,88 12,1201 12,0954

12,0602

17,2547

75,47 17,4204 17,3292

17,3126

45,6320

203,52 46,3194 45,9335

45,8491

90,8646

398,60 91,1423 90,9787

90,9291

176,3702

848 175,1170 175,7436

175,7630

214,8104

1020 214,7429 214,7879

214,9710




93
ANEXO C — Tabela de ganho de peso entre grupos dieta hiperlipidica e dieta normolipidica na primeira fase do estudo

PESO 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
1 224 2396 2525 2673 27,64 2914 30,79 3157 3276 3489 3577 3465 3577 382 4042 41,16 4151 4282
2 196 21,82 2408 2552 2664 2856 29,26 2927 2942 30,18 3026 29,82 3097 3154 3207 3187 31,93 3215
3 175 21,84 2364 2493 2626 2758 2889 288 2996 3052 3151 31,34 31,84 3391 3563 3609 37,35 38,62
4 173 1989 2224 2398 2484 2606 27,76 2814 2996 3052 3085 31,12 31,32 3265 3312 3413 3498 3513
5 186 20,77 2254 2341 2484 2528 2596 2691 2704 2843 2869 2897 2889 2996 316 3241 3315 34,01
10 195 21,64 235 2382 1941 273 2863 2932 2939 3129 3147 30,78 3338 355 3673 3687 367 37,13
19,15 21,653 23,5541 24,731 24938 27,32 28548 29,001 29,755 30971 31425 31,113 32,028 33,626 34928 35421 35936 36,643
3 7 7 3 3 7 7 3 3 7 3 7 7 3

Grupo/Peso 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15 16 17
1 193 2253 2397 2566 2047 27,83 2892 2956 305 31,71 3232 31,38 3322 3545 3662 3769 375 3845

19,6 23,15 2452 2653 2747 2845 29,77 30,34 31,6 32,75 3241 32,4 3291 3342 3371 3311 3421 344

21,6 2381 2529 26,78 2759 2857 2994 3131 3249 3389 3451 3454 3495 3581 36,5 3566 3736 37,48
19,8 23,75 2419 2594 2742 2836 2849 29,03 2989 3024 2931 3014 3085 3284 33,5 34,04 3434 34,18
19,2 2397 25,08 26,53 29,2 2895 30,25 31,88 3451 34,78 3535 3493 3529 3844 40,21 40,85 43,27 4455

9 17,6 20,51 21,82 23,5 2426 2575 2691 2736 2788 2785 2835 29,14 29,07 2934 3026 30,76 32,68 33,02
10 20,8 23,12 2421 26,35 2631 27,74 28,05 2888 2912 29,77 3221 3085 3052 3105 3088 3106 3228 3241
19,7 22,977 24,154 25,898 26,102 2795 28,904 29,765 30,855 31,57 32,065 31911 32,401 33,764 34525 34,738 35948 36,355
1 3 6 9 3 7 7 7 4 4 3 7 6 6 7
1,2688 11,1981 11,1378 11,1247 2,9033 11,0568 1,1910 15459 2,2175 24476 2,5286 2,1789 2,3385 3,0768 3,5071 3,6380 3,8243 4,2436
6 8 2 1 3 8 8 6 5 9 8 5 9 & 1 6 &

Grupo/Peso 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
1 19,8 23,15 2551 2752 2832 2998 30,22 3086 31,29 3204 3251 33,74 3374 3457 3444 3607 3758 37,99
2 21,2 23,43 2537 2597 27,18 27,86 28,7 2993 3031 3059 3065 3067 3156 3335 3462 3525 3565 3642

3 19 2168 2331 25,1 26,33 27,03 2798 2939 2991 30,23 30,18 31,33 3132 3355 3434 34,28 34,9 35,63



mZmn2Zz2

4 17,1
8 19,9
9 19,7

10 19

19,385
7

Grupo/Peso
4 21,2
5 17,8
6 18,8
7 18,1
8 17,8
9 16,9
10 18,9
18,5
Grupo/Peso
1 19,8
2 19,3
3 18,6
4 17,9

5 21
6 16,9

7 19,7

20,71
22,28
22,9

22,54

22,384
3

23,42
19,57
21,82
20,57
21,62
22,42
20,6
21,431

20,85
20,84

21,22

20,26
24,41
20,81

21,68

23,12
23,97
24,26

24,58

24,302
9

2
24,25
19,71

23,14
21,65
22,27

24,35
22,35

22,531
4
2

21,49
215
22,24
21,85
27,02

22,75

21,97

24,43
25,68
25,82

25,46
25,711

25,76
20,48

22,46
22
24,37

25,41
22,81
23,327

22,95
22,41

24,64

23,4
27,53
23,81

22,64

25,04
27,07
26,73

26,56
26,747

26,73
21,13
25,81
22,67
25,99
25,72
23,14
24,455

24,42
24,05

25,59

24,16
28,03
25,04

24,43

26,2
28,42
27,89

28,35
27,961

27,58
22,1
27,15
23,84
26,46
26,23
24,3
25,38

25,37
24,94

25,86

25,13
28,64
25,52

24,75

27,38
29,71
28,19

28,87
28,721

28,67
23,35
27,05
251
26,46
27,02
25,34
26,141

26,29
25,75

26,65

26,03
29,22
26,48

25,28

28,49
30,12
29,41

29,43

29,661
4

30,23
24,18
28,56
26,45
21,72
28,07
25,98
27,312

26,53
26,47

27,45

26,51
30,92
27,37

26,55

29,19
30,53
29,47

30,22

30,131
4

30,34
25,17
29,36
26,66
28,95
29,09
27,06
28,09

27,73
28,85

27,94

27,04
30,69
28,7

27,74

29,32
31,09
30,02

31,35
30,662

25,94
25,94
30,31
26,52
29,38
29,19
28,4
27,954

28,41
30,71

29,33

27,63
32,21
30,3

28,87

29,56
31,66
30,89

31,63
31,011

10
25,94
25,95

30,12
27,19
29,69
29,5

29,13
28,217
10

28,86
30,04

27,86

27,62
31,12
30,48

29,15

30,05
32,92
31,14

31,91
31,68

11
25,94
26,08

29,52
27,53
30,15
29,5
28,81
28,218
11
29,28
31,14
28,71
28,3
31,7
30,5

30,04

29,48
33,27
31,19

32,41
31,852

12
25,94
26,09

29,26
27,54
29,98
28,38
28,09
27,897
12

29,56
30,51
29,17
28,32
32,16

30,7

30,88

31,02
34,8
32,65

34,59
33,504

13
29,79
26,72

28,84
27,97
30,15
30,41
29,38
29,037
13
29,75
31,93
29,28
28,5
32,61
311

30,63

31,29
36,35
34,06

36,23
34,475

14
30,26
27,59

32,06
28,32
30,95
31,2
29,65
30,004

14
29,64
33,01
29,47
28,48
33,51

31,55

31,08

31,76
37,73
34,91

36,82
35,26

15
30,58
27,32

32,56
29,75
31,01
31,09
29,75
30,294
15

29,17
32,21
29,59
28,35
33,33

31,55

30,58

32,15
39,36
35,3
38,15
36,155

16
32,01
28,02

32,88
29,59
31,08
31,81
29,79
30,74
16

30,09
32,58
29,61
28,65
32,55

31,59

30,98

94

32,69
39,66
35,83

39,07
36,755

32,03
29,72
33,44
29,29
31,15
30,64
30,4
30,952

30,62
34,71

29,88

27,82
33,34
31,02

31,23
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18,2
17,6

18,777
8
1,2823
6
Grupo/Peso

19
15,6
17,8

17,4
20,4

18,3
17,9
15,4

18,2
20,3

1,6700
3

19,89
19,24

21,022

1,4618

20,64
19,11
20,43

18,85
22,82

20,69
19,89
18,42

20,37
22,18

1,3896
2

21,43
20,25

22,277

1,9054

22,84
22,23
21,93

21,48
243

22,45
21,12
20,44

22,69
24,63

1,3097
1

22,03
21,73

23,46

1,7732

24,04
22,98
21,61

22,96
25,76

24,08
22,29
21,21

23,57
25,32

1,4815
9

23,15
22,5

24,596

1,5814

25,74
24,29
23,01

254
26,44

26,52
24
22,29

23,78
25,78

1,4621
S

23,74
23,21

25,24

1,5310

26,16
24,73
2421

25,41
27,17

26,49
25,68
23,84
24,53
26,53
1,1182

24,39
23,41

25,944

1,6186

27,17
25,95
25,39

25,68
27,88

26,91
25,38
24,57

24,6
27,06

1,1395
2

25,25
24,38

26,825

1,8132

28,15
26,41
26,19

27,05
28,82

28,02
27,61
25,51

25,43
27,61

1,1569
7

27,14
25,3

27,903

1,4773

29,12
27,66
27,38

28,39
30,33

29,49
27,48
25,62
26,37
27,86
1,4204

28,52
25,05

29,003

2,0341

29,36
28,08
28,53

29,64
30,23

29,97
27,5
27,06

27,02
28,4

1,1823
7

28,35
25,24

28,746
1,7675

10
29,38
28,12

28,8

29,96
31,06

30,56
27,24
27,64

27,54
30,54

1,4117
5

28,72
26,61

29,444
1,5758

11
28,64
28,62
29,24

29,4
31,79

31,58
27,36
27,89

21,7
30,24

1,5447
5

29,24
26,66

29,688
1,6107

12
29,2
29,54
30,32

30,04
31,65

31,48
28,84
28,14

27,95
30,34

1,2634
5

29,68
26,35

29,981
1
1,8840
3

13

29,58
30,42
30,09

30,12
30,84

31,22
28,89
28,5

28,8
30,86

0,9536
8

29,97
26,88

30,398
2,1205

14
29,93
31,5
30,34

31,16
31,13

31,42
29,27
28,66

29,78
31

0,9792
7

29,8
27,32

30,211
1
1,9076
4

15

29,37
30,86
30,47

30,66
31,66

31,74
29,86
29,35

29,81
32,08

0,9970
4

29,63
27,35

30,336
1,7596

16
30,19
30,75
30,48

30,56
32,02

31,54
29,89
29,32

29,44
31,84

0,9505
7

95

30,23
27,77

30,735

2,2693

31,02
31,35
31,28

30,64
31,65

31,07
29,85
29,98

30,12
32,11

0,7484
2
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ANEXO D - Tabela de peso corporal entre grupos dieta normolipidica e dieta hiperlipidica tratados com sibutramina e cha verde (10 mg/Kg) por

4 semanas.
PESO CORPORAL
Dieta
Normolipidica S C1(02) C2(01) c3(01)
Animais 1 2 3 1 2 3 1 2 1 2 3 3

Semana 0 (4a) 29,83 (29,24 | 30,6 |30,92|30,01/30,48|32,91|31,69| 31,41 |31,72|32,45| 30,91

Semana 1 (4a) |30,26 (29,92 31,74 |32,03|31,39|31,68|34,01|34,03| 32,34 |31,19| 34,4 | 30,94

Semana 2 (4a) (31,36|30,62| 31,9 |32,85|30,33| 31,4 |32,86|30,04| 31,91 |30,65|34,12| 30,61

Semana 3 (4a) (32,17| 30,5 |31,54| 32,9 |31,88/31,62|32,29|30,09| 33,92 | 32 |33,73| 32,01

semana4 |31,75|30,39|32,05|33,32|32,11|32,16 32,44 31,36 | 34,04 |32,74|34,84| 32,37

Dieta
Hiperlipidica c1(01) C1(02) C2(01) c2(02) c3(01)
animais 1 2 3 1 2 3 1 2 3 2 3 1 2 3 4

Semana 0 (4a) (34,27 |33,29|34,69(33,75|32,18|31,12 39,71| 36,81 (39,77|38,42| 36,7 |36,86|35,85|38,38

Semana 2 (4a) | 36,59 33,71 (36,71 (33,18 |33,64 | 31,98 36,93 | 33,26 |39,62|39,43| 37,95 |34,59 37,56 |39,28

0

semana 1 (4a) | 36,34 |33,56|35,71|32,84| 33,4 |32,02| 0 |36,02| 32,43 |38,46|38,15| 37,26 |33,59|36,04 38,67
0
0

Semana 3 (4a) | 36,14 33,91 (36,34 (33,18 |34,56 | 31,42 35,97 | 34,06 |42,73|41,31| 39,69 |35,31|37,49|40,31

Semana4 |35,64|35,15|36,26|33,49|35,69(32,23| 0 | 38,3 | 34,58 (44,39|43,65| 42,89 |37,42|39,32|41,97

Legenda: C1 = Dieta normo OU hiperlipidica/salina; C2 = Dieta normo OU hiperlipidica/sibutramina; C3 = Dieta normo OU hiperlipidica/ Cha
verde.





