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RESUMO

Os chés verde e branco obtidos a partir das folhas de Camellia sinensis, possuem
elevadas concentracdes de polifendis, principalmente catequinas, aos quais S&o
atribuidos inimeros efeitos benéficos. Em alguns paises a ingestao desses chas por
seres humanos é préxima a ingestao de agua, e em todo o mundo € cada vez maior
a oferta de bebidas e outros preparados a base desses chas, para a populacdo de
diversas faixas etarias. Através de diferentes mecanismos os chas reduzem o
sobrepeso, os depadsitos de lipideos, além de promoverem melhoras no perfil lipidico
plasmatico e na glicemia. O consumo de chas de C. sinensis, ou dos polifendis
obtidos a partir dos chas, vem sendo associado a melhora na qualidade éssea de
animais e humanos em diversas situagdes. Por mecanismos diretos e indiretos, 0s
chas promovem aumento na formacdo Ossea por estimular a diferenciagdo em
osteoblastos inibindo ainda a apoptose dessas células, além de reduzir a
osteoclastogénese e a atividade de osteoclastos. Essas acfes resultam em aumento
da densidade mineral 6ssea, melhora da microarquitetura e da resisténcia 6ssea as
fraturas. Durante a fase de crescimento, porém, os dados da literatura sdo ainda
insuficientes para comprovar a seguranca dos chas em relacdo a qualidade e
crescimento 0sseo. O consumo excessivo de carboidratos simples, que muitas
vezes resulta em sobrepeso e obesidade, modifica de forma negativa parametros
0sseos, por mecanismos que envolvem adipocinas, vias hipotalamicas e
metabolismo energético. Neste estudo foram analisados os efeitos da ingestdo de
chas verde e branco na estrutura 6éssea de animais em fase de crescimento, e a
possibilidade dos chas reverterem ou minimizarem alteracbes na estrutura
resultantes do excessivo consumo de carboidratos. Sessenta ratos Wistar machos,

com 40 dias de idade foram subdividos nos grupos controle (C), sacarose (S),



sacarose e cha verde (SCV), sacarose e cha branco (SCB), cha verde (CV) e cha
branco (CB). Infusdes de chas foram administradas diariamente por 8 semanas, na
dose de 1.250mg/kg de massa corpérea, através de sonda orogastrica. Os animais
tiveram livre acesso a racéo, agua e solucédo de sacarose 30% (p/v). O tratamento
com os chas reverteu os aumentos dos depositos lipidicos, a dislipidemia e o ganho
de peso promovido pela sacarose, reduzindo os niveis plasmaticos de leptina.
Porcentagem de osso trabecular, espessura, conectividade e espagcamento entre as
trabéculas, alterados pela sacarose foram normalizados pelos chas. Nos animais
ndo tratados com sacarose houve aumento da densidade mineral 6ssea e da rigidez,
corroborando achados na histomorfometria. N&o houve diferenca nos parametros
avaliados entre os dois chas. Embora os chas nas doses administradas tenham sido
efetivos em minimizar as alteracdes induzidas pelo elevado consumo de sacarose, 0
consumo por jovens com dietas equilibradas requer investigagcbes em longo prazo,

gue comprovem sua seguranca com relacéo a qualidade e ao crescimento 6sseo.

Palavras-chave: Camellia sinensis. Osso e Ossos. Sacarose.
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ABSTRACT

White and green teas obtained from Camellia sinensis leaves have high
concentrations of polyphenols, mainly catechins, to which innumerable beneficial
effects are contributed. In some countries, ingestion of these teas by human beings
is close to that of water ingestion, and worldwide, there is an increasing offer of
beverages and other preparations based on these teas for different age-ranges of the
population. By means of different mechanisms teas reduce overweight, lipid deposits,
in addition to promoting improvements in the plasma lipid profile and glycemia.
Consumption of C. sinensis teas, or the polyphenols obtained from them, has been
associated with improvement in bone quality of animals and humans in various
situations. By direct and indirect mechanisms, the teas promote increased bone
formation by stimulating differentiation into osteoblasts, as well as inhibiting
apoptosis of these cells, in addition to reducing osteoclastogenesis and osteoclast
activity. These actions result in increased bone mineral density, improve bone
microarchitecture and fracture resistance. During the growth phase, however, there
are still insufficient data in the literature to prove the safety of teas in relation to bone
quality and growth. Excessive simple carbohydrate consumption frequently results in
overweight and obesity, negatively modifies bone parameters by mechanisms that
involve adipokines, hypothalamic pathways and energy metabolism. In this study the
effects of green and white tea ingestion on the bone structure of animals in the
growth stage were analyzed, as well as the possibility of the teas reverting or
minimizing alterations in structure resulting from excessive carbohydrate
consumption. Sixty male Wistar rats, 40 days if age were subdivided into the
following groups: Control (C), Sucrose (S), Sucrose and green tea (SCV), Sucrose



and white tea (SCB), green tea (CV) and white tea (CB). Tea infusions were
administered daily for 8 weeks, at a dose of 1.250mg/kg body mass, by orogastric
tube. The animals had free access to rations, water and 30% sucrose solution (p/v).
Treatment with the teas reverted the increases in lipid deposits, dyslipidemia and
weight gain promoted by sucrose, reducing the plasma levels of leptin. Percentage of
trabecular bone, thickness, connectivity and spacing between trabeculae, altered by
sucrose were normalized by the teas. In the animals not treated with sucrose there
was an increase in bone mineral density and rigidity, corroborating
histomorphometric findings. There was no difference between the two teas in the
parameters evaluated. Although the teas at the doses administered was effective in
minimizing alterations induced by high sucrose consumption, their consumption by
youngsters with balanced diets requires long term investigations that prove their
safety with regard to bone quality and growth.

Key Words: Camellia sinensis. Bone and Bones. Sucrose.
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1 INTRODUCAO

O consumo de cha surgiu na China e no Sudeste da Asia ha milhares de
anos e foi introduzido progressivamente em todo o mundo sendo que, em alguns
paises a ingestdo desta bebida estd bem préxima a de éagua (RIETVELD;
WISEMAN, 2003; KUO et al., 2005).

A partir das folhas de Camellia sinensis (L.) O. Kuntze (Theaceae) podem
ser obtidas diferentes formas comerciais de chas, como verde, branco, oolong,
preto, ou puerh cha, que diferem na forma de processamento das folhas (HILAL;
ENGELHARDT, 2007). Para a obtencdo de chas verde e branco as enzimas
polifendis oxidases sdo desativadas por um aquecimento inicial, através de vapor ou
calor seco (SANTANA-RIOS et al., 2001; HILAL; ENGELHARDT, 2007; MAZZANTI
et al., 2009). Apés essa etapa as folhas sdo submetidas ao processo de rotacéo,
para eliminar o restante da umidade e sédo secas rapidamente (MAZZANTI et al.,
2009). Para o preparo do cha branco as primeiras folhas e brotos séo colhidos
somente durante a primavera (SANTANA-RIOS et al., 2001).

As folhas frescas de C. sinensis possuem uma alta quantidade de
polifendis, principalmente flavonoides, conhecidos como catequinas. As principais
catequinas presentes no chéa sao epigalocatequina galato (EGCG), epigalocatequina
(EGC), epicatequina (CE) e epicatequina galato (ECG), sendo a EGCG a mais
abundante nos chas branco e verde (SANTANA-RIOS et al., 2001) e aparentemente
a de maior atividade farmacolégica (WOLFRAN et al., 2006).

Hilal e Engelhardt (2007) se preocuparam em analisar as concentragdes
dos componentes de diferentes chas de C. sinensis, e segundo os resultados
apresentados ndo existem diferencas em relacado a quantidade de catequinas entre
os chas verde e branco, porém maior concentracdo de cafeina foi encontrada no cha
branco. Uma analise quimica mais profunda foi realizada por Unachukwu e
colaboradores (2010). Nesse estudo foram analisados varios subtipos de chas,
verde e branco, comerciais e o0s resultados mostraram grande variagdo na
concentragao das diferentes catequinas encontradas nas bebidas, impossibilitando a
diferenciacao dos dois tipos de cha com base nesse parametro.
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Diversos trabalhos da literatura indicam efeito benéfico do cha verde
sobre o diabetes e o controle da glicemia (SONG et al., 2003; WOLFRAM et al.,
2006), sobre o peso corporal, quantidades de gordura visceral e plasmatica (KAO et
al., 2000; MURASE et al., 2002; IKEDA et al., 2005; NAGAO et al., 2007) e outros
fatores associados a obesidade.

A melhora promovida pelo chd em parametros associados a sindrome
metabdlica e a obesidade resulta da diminuicdo da absorcdo de lipideos pelo
intestino (KOO; NOH, 2007), do aumento da termogénese (WESTERTERP-
PLANTENGA et al., 2005; DIEPVENS et al., 2007), e de maior oxidacao de
gorduras e gasto energético, promovida pelo sistema nervoso simpatico (DIEPVENS
et al., 2007). Alguns dos efeitos do cha sobre o metabolismo lipidico sé&o
determinados por maior expressao tecidual de genes que codificam enzimas e
fatores de transcricdo envolvidos na sintese e oxidacdo de lipideos (CHEN et al,
2009). Além dessas ac¢bes, o consumo de cha ou polifendis interfere também na
emulsificacao e absorcao de lipideos da dieta (KOO; NOH, 2007), na mobilizacao
dos estoques de lipideos (MOCHIZUKI et al., 2004) e na passagem de acidos
graxos para células do tecido adiposo, a partir da VLDL (lipoproteina de muito baixa
densidade) (CHEN et al., 2009).

Nao existem muitos relatos na literatura sobre os efeitos do cha verde em
individuos em fase de crescimento. Um estudo conduzido com criancas obesas, com
idades entre 6 e 16 anos, demonstrou que o uso do extrato de cha verde por 24
semanas foi capaz de promover melhora nos parametros bioquimicos e
antropométricos, embora de menor magnitude que a observada em adultos obesos,
sem afetar parametros do crescimento (MATSUYAMA et al., 2008).

A obesidade resulta em elevacédo do indice de massa corpérea (IMC) e a
relacdo entre IMC, densidade mineral éssea (DMO) e desenvolvimento 6sseo vem
sendo investigada nos ultimos tempos. Alguns trabalhos atribuem um efeito positivo
direto do IMC na DMO em homens, mulheres e em menor grau em criancas e
adolescentes (FELSON et al., 1993; ILICH et al., 1998; REID, 2002). Porém, surgem
continuamente dados que comprovam gque 0 excesso de massa gorda nao protege
contra as reducfes de massa 6ssea (HUANG et al., 2001; JANICKA et al., 2007) e
ainda que, quando a carga mecanica exercida pela massa corpérea € removida, a
massa gorda relaciona-se de forma negativa com a massa 6ssea (ZHAO et al.,
2007). Em adolescentes obesos a perda de peso contribui para aumentar a DMO,
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enfatizando ainda mais a auséncia de uma correlagéo positiva entre a obesidade e o
esqueleto, durante a fase de crescimento (STETTLER et al., 2008).

Varios mecanismos tém sido propostos para explicar a complexa relagao
entre tecido adiposo e massa Ossea, e sabe-se que diversas moléculas
biologicamente ativas, tais como adiponectina, resistina, leptina, estrégeno e
citocinas inflamatérias, estdo envolvidas no processo (AKUNE et al., 2004).

Estudos in vivo e in vitro indicam que a adiponectina promove aumento da
massa 0ssea, ativando a formacéo de osteoblastos e suprimindo a de osteoclastos
(OSHIMA et al., 2005). No plasma de obesos e diabéticos a concentracao desse
hormdnio é reduzida, sofrendo aumento apdés a perda de massa corpoérea, 0 que
resulta em um efeito benéfico sobre a DMO (WEINER et al., 2001).

A resistina também desempenha importante papel na remodelacéo 0ssea,
aumentando a liberac&o de citocinas e influenciando a diferenciacéo de osteoclastos
(THOMMESEN et al., 2006). Em obesos as concentracdes plasméaticas de resistina
variam de forma positiva com o grau de obesidade (VENDRELL et al., 2004) e existe
uma relagdo inversa entre os niveis séricos dessa substancia e DMO em homens
adultos (OH et al., 2005).

A acado da leptina sobre a massa 0ssea vem sendo estudada ha muito
tempo, e diferentes trabalhos tém contribuido para elucidar os mecanismos atraves
dos quais esse peptideo promove acdes diversas sobre o metabolismo 6sseo. Essas
acOes podem resultar da ativacao direta de receptores nas células 6sseas, como
também da acdo em receptores hipotalamicos, que resulta na producdo de
mediadores capazes de promover repostas nas células 6sseas.

A regulacéo central da massa 6ssea pela leptina, assim como o controle
do apetite, sdo dependentes da integridade de receptores nos nucleos hipotalamicos
ventromedial (Htr2c) e arqueado (Htrla e Htr2b), respectivamente, porém os efeitos
nao resultam de acao direta do peptideo nos receptores (KARSENTY; OURY 2010).

A leptina atua em receptores localizados no nucleo da rafe (ObRb),
inibindo a sintese e a liberacéo de serotonina. A reducéo de serotonina, por sua vez,
resulta em ndo ativacao dos receptores Htr2c, o que impede o aumento de massa
Ossea. A diminuicdo da serotonina promove ainda reducéo do apetite, em funcao da
auséncia de acdo nos receptores Htrla e Htr2b (YADAV et al., 2009). O mediador
periférico da serotonina produzida no cérebro, no processo de controle da massa

0ssea € o sistema nervoso simpatico, via receptores B,-adrenégicos, expressos nos
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osteoblastos (YADAV et al., 2009). Essas acdes da leptina elucidam achados de
Ducy e colaboradores (2000) sobre a acédo da leptina na reabsorcao 6ssea, através
de via hipotalamica. Em experimento conduzido com camundongos obesos
deficientes em leptina (ob/ob) a elevacdo de massa 0ssea € corrigida pela infusao
intracerebroventricular (ICV) da leptina (DUCY et al., 2000).

A Leptina modula através de vias centrais formacdo e reabsorcao
O0sseas. Sua acdo nos osteoblastos, via sistema nervoso simpdatico, resulta em
aumento da reabsorcéo 6ssea, por favorecer a diferenciacéo de células progenitoras
em osteoclastos, através da inducdo da expresséao do ligante do receptor ativador do
fator nuclear KappaB, denomidado RANKL (TEITELBAUM; ROSS, 2003). Um
segundo mecanismo de acéo envolve a modulacao positiva do Transcrito Regulado
por Cocaina e Anfetamina (CART), no nucleo ventromedial do hipotalamo (VMH),
gue resulta na inibicdo da expressédo de RANKL (ELEFTERIOU et al., 2005).

Receptores de leptina também sao expressos em osteoblastos e
condrécitos. A acdo direta da leptina nessas células resulta em aumento da
proliferacéo de osteoblastos e menor formacdo de osteoclastos, efeitos ospostos ao
observados na acao central da leptina (CORNISH et al., 2002).

A acdo da leptina sobre o metabolismo 6sseo parece ser dependente da
dose. Baixas concentracfes de leptina estimulam a formacdo 6ssea e sdo capazes
de prevenir perdas, enquanto concentracfes elevadas suprimem a formacao 0ssea
e estimulam a reabsorgcédo (MARTIN et al., 2007).

Através de mecanismos complexos, tecido adiposo, tecido 6sseo, SNC e
pancreas interagem no controle da remodelacdo 6ssea e do metabolismo
energético. A insulina, hormonio protéico produzido pelas células B-pancreaticas que
atua no metabolismo energético, também esta envolvido no controle da remodelacéo
O0ssea. Esse hormbnio controla o desenvolvimento dos osteoblastos por inibicdo de
Twist2 (Twist-related protein 2), um fator de transcricdo que inibe a maturacédo de
osteoblastos (BIALEK et al., 2004). A inibicdo de Twist 2 favorece assim a
expressdo do fator de transcricdo relacionado a Runt2 (Runx2), essencial para a
diferenciacao de células mesenquimais em osteoblastos, e que paralelamente inibe
a diferenciacdo em adipécitos e condrdcitos (KOMORI, 2006). Estudos (FULZELE et
al., 2010) realizados com camundongos sem receptores de insulina em osteoblatos
(Ob-AIR) indicam menor formacdo Ossea, atribuida a auséncia de expressao de
Runx2, e reducdo da concentracdo plasmatica de osteocalcina descarboxilada.
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Nesses animais a menor formacao 6ssea foi evidenciada pela diminuicdo do volume
trabecular e do nimero de osteoblastos. Foi também evidenciada menor atividade
osteoclastica, através da reducdo na profundidade da erosédo das lacunas de
reabsorcdo e da diminuicdo de telopeptideo carboxiterminal do colageno tipo |
(CTx), um marcador de reabsorcao 0ssea.

A osteocalcina é uma proteina molécular de baixo peso molecular (5,700
Da) € primariamente depositada na matriz 0ssea em grandes quantidades
(osteocalcina carboxilada), porém uma pequena fracdo entra na circulacado
(osteocalcina ndo carboxilada), apds sofrer carboxilagdo dependente de vitamina K,
reacdo onde ocorre conversao residuos de acido glutamico (Glu) em acido gama-
carboxiglutdmico ela se torna ligante ao céalcio. No entanto, nem todos os residuos
de acido glutamico sao carboxilados e tem-se entdo a osteocalcina em sua forma
descarboxilada (LEE et al., 2007). Quando descarboxilada a osteocalcina reduz sua
afinidade pela hidroxipatita sendo entdo liberada para a circulacdo. Existem
atualmente crescentes estudos enfatizando a relacdo entre osteocalcina e
metabolismo energético (HWANG et al., 2009; PITTAS et al., 2009), nestes estudos
€ enfatizado o papel do sistema esquelético como um érgdo enddécrino. Estudo com
animais locaute osteocalcina apresentaram aumento da gordura visceral, alta
concentragao de glicose no sangue e menores taxas de insulina (LEE et al., 2007).

A sinalizacdo da leptina em osteoblastos promove uma inibicdo na
sinalizacdo insulinica (YOSHIZAWA et al., 2009), em processo que envolve a
desfosforilacdo do receptor de insulina. A ativacao dos receptores B,-adrenérgicos
decorrente da acao da leptina no hipotalamo resulta em ativacdo de uma proteina
qguinase A, que fosforila o fator de transcricéo 4 (ATF4), fator de transcricdo presente
predominantemente em osteoblastos (ELEFTERIOU et al., 2005). ATF4 modula
positivamente a expressdo do gene Esp, que codifica uma proteina tirosina fosfatase
intracelular denominada OST- PTP (HINOI et al., 2008; HINOI et al., 2009). A
desfosforilacdo de residuos de tirosina do receptor pela OST-PTP inibe a sinalizacao
insulinica (SCHLESSINGER, 2000), com consequente inibicdo da formacdo e da
reabsorcéo 6ssea.

O gene Esp ocorre em células de sertoli dos testiculos e em osteoblastos
de animais (LEE et al.,, 2007). Em humanos embora esse gene nao tenha sido
encontrado também existe a expressdo de proteinas tirosina fosfatase tipo 1B
(PTP1B), que atua como OST-PTP (COUSIN et al., 2004).
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A ingestédo de carboidratos por criancas e adolescentes tem aumentado
muito nos ultimos anos, resultando em contribuicdo cada vez maior desses
compostos no total de calorias da dieta (FORSCHEE; STOREY, 2003). O consumo
de dietas ricas em carboidratos simples, como a sacarose, resulta em maior
propensdo a obesidade, as doencas cardiovasculares e ao diabetes (MORRIS;
ZEMEL, 1999).

Alguns estudos conduzidos com animais avaliaram o efeito do consumo
de sacarose no metabolismo lipidico e suas relagdes com a estrutura 6ssea. No que
diz respeito ao metabolismo lipidico, foi verificada correlacdo positiva no estudo de
Chepulis e Starkey (2008), com aumento da massa corpérea e dos depdsitos de
tecido adiposo, porém o mesmo ndo pbde ser visto em outro estudo, no qual a
sacarose nao promoveu aumento da massa corporal em animais jovens, mesmo
com maior ingestao caldrica, comparado ao grupo controle (TSANZI et al., 2008).

Algumas divergéncias forma evidenciadas em relacdo ao consumo de
sacarose e a qualidade da estrutura 6ssea. Em relagdo a DMO e ao conteudo
mineral 6sseo (CMO), trabalhos relatam auséncia de alteracdes nesses parametros
em reposta ao tratamento com sacarose (CHEPULIS; STARKEY, 2008; TSANZI et
al., 2008; LORINCZ et al.,, 2009), embora estudos anteriores tenham relatado
reducdo da DMO em reposta ao tratamento com elevadas concentracfes desse
carboidrato (69%) por 5 semanas (TJADERHANE; LARMAS,1998).

Quando comparadas as estruturas 6sseas de animais tratados com dieta
rica em gordura saturada (39,5%) e sacarose (39,5%) as estruturas de animais que
receberam dieta com baixa taxa de gordura e amido de milho (68%), foram
relatados, nos ratos que receberam sacarose, reducdo da espessura cortical e da
forca maxima de flexdo durante teste biomecéanico. Além disso, aumento significativo
da fosfatase acida resistente ao tartarato (TRAP), um marcador de atividade
osteclastica associado ao aumento da reabsorcdo OGssea também foi constatado
(LORINCZ et al., 2009). Estudos anteriores ja haviam evidenciado menor resisténcia
a quebra durante testes biomecanicos de forca maxima (LI et. al. 1990; ZERNICK et.
al., 1995; TJADERHANE; LARMAS,1998) em reposta ao tratamento com sacarose.

Embora os efeitos benéficos do consumo do cha e/ou suas catequinas em
relacdo a obesidade estejam elucidados e existam relatos sobre melhora da

estrutura 0ssea de animais adultos que receberam chd, a sua utilizacdo em animais
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durante as fases de crescimento precisa ser mais investigada, principalmente no
relacionado ao metabolismo 6sseo.

Estudos in vitro fornecem evidéncias de que os componentes ativos do
cha verde favorecem a formacédo Ossea, através do aumento da atividade e da
expressao de fosfatase alcalina (FAL) em diversas linhagens de células (CHOI et al.,
2003; MOUNT et al.,, 2006; VALI et al.,, 2007), e diminuem a formacdo de
osteoclastos, bloqueando a interacdo entre o receptor ativador do fator nuclear
kappa B (NFKB-RANK) e o seu ligante RANK-L, processo essencial para o
desenvolvimento dos osteoclastos (LIN et al., 2009). As catequinas do cha causam
significativa elevacéo da sobrevida e reducdo da apoptose de osteoblastos (CHOI et
al., 2003), enquanto reduzem de forma significativa a sobrevida (YUN et al., 2004) e
aumentam a apoptose de osteoclastos (NAKAGAWA et al., 2002; HAFEEZ et al.,
2006; NAKAGAWA et al., 2007).

Em seres humanos adultos, os estudos mostram resultados conflitantes
em relacdo ao consumo de cha verde e o metabolismo ésseo. Enquanto alguns
relatam correlacdo positiva da ingestdo do cha verde e DMO (HEGARTY et al.,
2000; WU et al., 2002; MURAKI et al., 2007; HAMDI KARA et al., 2007; SHEN et al.,
2008; SHEN et al.,, 2010b), outros evidenciam pequena correlacdo negativa
(HERNANDEZ-AVILA et al., 1993) ou auséncia de correlacdo (KYRIAZOPOULOS et
al., 2006; SAITOGLU et al., 2007).

Em animais, perda de massa 6ssea e deterioracdo da micro-arquitetura
resultantes do envelhecimento (associado ou ndo a deficiéncia estrogénica)
mostraram-se reduzidas em ratas suplementadas com GTP (polifendis do cha verde)
(0,1% a 0,5% p/v) na agua de beber (SHEN et al., 2008; SHEN et al., 2009b). Em
machos com osteoporose senil, associada ou ndo a orquiectomia, as catequinas do
cha verde foram efetivas em prevenir a perda éssea, sendo o efeito protetor
atribuido em partes a capacidade antioxidante desses compostos (SHEN et al.,
2011a).

Os efeitos benéficos do cha verde e de seus polifendis na estrutura 6ssea
tém sido amplamente descritos em animais adultos ou senis, porém chama a
atencdo estudo realizado com camundongos jovens normais e geneticamente
obesos (IWANIEC et al., 2009), no qual foi verificada redugdo do comprimento, do
volume e conteddo mineral ésseos, além de reducdo do volume cortical e da

espessura das trabéculas, apds 6 semanas de tratamento com extrato de cha verde
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em concentracdes de 0,1 ou 2%. Os resultados sugerem gque 0 CONSUMO EXCESSIVO
de cha verde por animais jovens poderia levar a redu¢do no ganho de massa 6ssea
durante a fase de crescimento.

O consumo de cha verde, anteriormente limitado aos paises asiaticos,
vem aumentando em todo o mundo, em funcdo da grande divulgacdo de seus
efeitos no controle e prevencdo da sindrome metabdlica, da obesidade e outras
patologias. Além da disseminacdo do consumo de cha, a diversidade de bebidas
prontas acrescidas de cha verde, que podem ser consumidas por diferentes faixas
etarias é cada vez maior.

Embora os chéas de C. sinensis sejam amplamente consumidos visando o
controle de peso, uma melhora nos parametros associados a obesidade ou uma
reducdo da perda de qualidade 6ssea, associada a idade, ndo se pode ainda afirmar
gue o consumo desses chas na fase de crescimento, por crian¢cas obesas ou néo,
seja totalmente seguro no que se refere a estrutura e qualidade 6sseas.

Além disso, em vista do crescente entendimento do envolvimento do
tecido 0sseo na regulacdo do metabolismo energético e das inter-relacoes
osso/tecido adiposo/pancreas/sistema nervoso, os efeitos de bebidas que, como os
chas de C. sinensis, atuem de formas diversas nesses tecidos precisam ser cada

vez mais elucidados e visto de forma integrada e sistémica.
Objetivos:

Este trabalho teve por objetivos avaliar a estrutura e a qualidade 6ssea de
animais machos tratados com cha verde ou branco durante a fase de crescimento, e
ainda verificar se os chas sdo capazes de prevenir, ou a0 menos minimizar, as

alteracbes Osseas resultantes do consumo excessivo de sacarose durante o

crescimento.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Tratamentos dos animais
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Foram utilizados sessenta ratos machos (Rattus novegicus albinus,
Wistar) com 40 dias de idade, provenientes do Biotério da Faculdade de Odontologia
da Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho — FOA/UNESP. Os
animais foram mantidos no biotério do Departamento de Ciéncias Basicas, em
ndamero de cinco por gaiola, em temperatura de 21+2°C e ciclo claro/escuro de 12
horas, por oito semanas. O protocolo experimental (3286-2009) foi aprovado pela
Comisséo de Etica no Uso de Animais da FOA/UNESP.

Ap6s um periodo de adaptacdo, os animais foram distribuidos
aleatoriamente em seis grupos experimentais: Grupo C — livre acesso a racao
comercial e 4gua deionizada; S — livre acesso a racdo comercial, agua e solucéo de
sacarose 30% (p/v) em &agua deionizada; SCV — livre acesso a racdo comercial,
agua e solucdo de sacarose 30% (p/v), e tratamento com infusdo de cha verde
através de sonda orogéstrica, uma vez ao dia; SCB — livre acesso a ragdo comercial,
adgua e solucdo de sacarose 30%, e infusdo de cha branco através de sonda
orogastrica, uma vez ao dia; CV — livre acesso a ra¢do comercial, agua, e cha verde
através de sonda orogastrica uma vez ao dia e CB — livre acesso a ragao comercial,
agua e tratamento e infusdo de cha branco através de sonda orogastrica uma vez ao
dia.

As infusdes dos chas (saches da Marca Ledo®) foram preparadas
diariamente, em agua deionizada previamente aquecida em temperatura de 80°C. A
infusdo permaneceu abafada por 10 minutos, seguindo o protocolo da American
Dietetic Association. Volume maximo de 1,0 mL de infuséo fria foi administrado aos
animais uma vez ao dia, na dose de 1.250mg/Kg de massa corpérea (m.c.), durante
as oito semanas de tratamento.

Para padronizacéo, foram utilizados durante o tratamento saches de um
anico lote de cada tipo de cha. A concentragdo total de polifendis foi avaliada através
do método de Folin Ciocalteau (ARABBI et al., 2004), utilizando &cido géalico como
padrao.

Os consumos da &agua e solucdo de sacarose foram verificados
diariamente por meio de proveta, sendo assumidos como a diferenca de valores da
solucdo colocada inicialmente e das sobras. O consumo de ragdo também foi
controlado diariamente, através da diferenca do peso inicial da racao e do peso apo6s
24 horas. As mensuracfes dos consumos de liquido e racdo foram realizadas

sempre no mesmo horario. Apos as oito semanas todos os valores de consumo
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foram analisados e obedecendo ao equivalente em Kcal, obteve-se o consumo
energeético total por animal.

A massa corporea dos animais foi estimada semanalmente com balanca
digital. A primeira determinagdo ocorreu no inicio do experimento, quando foram
estabelecidos de forma aleatéria os grupos e a ultima, na data da eutanasia dos
animais.

A biometria foi realizada no dia do sacrificio, por meio de fita para
biometria, sendo medidas as circunferéncias do térax (cm), do abdémen (cm) e o

comprimento naso-anal (cm).

2.2 Coletas das amostras

Apés o periodo de tratamento, os animais em jejum de 12 horas foram
anestesiados com xilazina na dose de 10 mg/Kg de m.c. mais quetamina, na dose
de 100 mg/Kg de m.c., por via intramuscular, para a realizacdo da puncao da aorta
abdominal, que resultou na morte por essanguinacdo. Foram obtidas amostras de
soro e plasma (heparina) sanguineos, apés a centrifugacdo do sangue a 3.500 rpm
por 15 minutos, em temperatura de 5°C. O plasma e o soro sanguineos foram
fracionados e armazenados a -70°C até o momento das determinacgdes laboratoriais.

Além do sangue foram coletados os fémures, apdés a remocao dos
membros pélvicos. O fémur direito foi preparado imediatamente através de fixacdo
em formalina tamponada a 10% (p/v), para as analises histomorfométricas. O fémur
esquerdo apos dissecagéo foi identificado, envolvido em gaze umedecida em soro
fisiolégico e armazenado em “freezer” —20°C, para as andlises da densidade mineral,
resisténcia, rigidez e tenacidade (analises biomecanicas).

Os depositos de tecidos adiposos retroperitoneal e epididimal direito e
esquerdo foram retirados e pesados em balanca analitica. Os calculos foram feitos
de acordo com a variagdo da massa do animal, utilizando como regra o equivalente
a 100g de m.c., a fim de observar possiveis alteracdes nos depdsitos de lipideos

entre 0s grupos que receberam diferentes tratamentos.
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2.3 Analises dos componentes plasmaticos

2.3.1 Colesterol total

A concentracdo plasmatica do colesterol foi mensurada através de
método enzimatico colorimétrico (Kit Katal®). Os ésteres de colesterol das amostras
sofreram hidrélise pela colesterol esterase. Na presenca de oxigénio, por acdo da
colesterol oxidase houve a producao de peroxido de hidrogénio. A reacdo entre
peréxido de hidrogénio, fenol e 4-aminoantipirina, catalisada pela peroxidase

resultou na formacao de quinonimina, que foi determinada em 500 nm.

2.3.2 HDL colesterol

Para a determinacdo de HDL-colesterol foi realizada a precipitacdo dos
quilomicra, lipoproteinas de baixa densidade (LDL) e VLDL do plasma sanguineo,
utilizando-se uma mistura de acido fosfotingstico e cloreto de magnésio (Kit Katal®).
Apés a precipitacdo, o sobrenadante contendo a fracdo da lipoproteina de alta
densidade (HDL) foi utilizado para a mensuracdo do colesterol, como descrito no

item anterior.

2.3.3 Triacilglicerois

A determinacdo da concentracdo de triacilgliceréis (TAGs) foi realizada

através de método enzimatico colorimétrico (Kit Katal®). A reacdo é baseada na
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hidrélise dos triacilgliceréis pela lipoproteina lipase (LPL), acarretando na producao
de glicerol, que foi fosforilado pela glicerol quinase. O produto de reacao sofreu a
acao da glicerol-P-oxidase e o peroxido de hidrogénio produzido, sob a acéo da

peroxidase em presenca de p-clorofenol e 4-aminoantipirina, dando origem a

qguinonimina. Os valores de absorbancia seréo verificados em 500 nm.

2.3.4 Frutosamina

Denomina-se frutosamina a cetoamina formada por proteinas com glicose
ligada aos grupamentos amino. A formacao da cetoamina é proporcional a glicemia,
e pode ser utilizada para avaliar os valores glicémicos num periodo de até trés
semanas anteriores a obtencao da amostra.

Os valores foram estimados através de kit comercial (Labtest), baseado
na capacidade da frutosamina, quando em pH alcalino, reduzir o azul de
nitrotetrazélio, com a formacdo de um composto de cor purpura, que pdde ser

determinado espectrofotometricamente em 530 nm.

2.3.5 Leptina

A leptina foi determinada através ELISA, utilizando-se kit da empresa
Millipore, Rat Leptin (Cat EZRL-83K), segundo as instru¢des do fabricante.

2.3.6 Insulina

A insulinemia foi quantificada pelo método radioimunolégico — RIE (Coat-
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A-Count, Diagnostic Products Corporation, Los Angeles, USA), segundo as

orientagOes do fabricante.

As determinagbes de colesterol total e HDL-colesterol, triacilglicerois,
frutosamina e leptina foram realizadas no Laboratério de Bioquimica do
Departamento de Ciéncias Basicas FOA/UNESP. As leituras de absorbancia foram
feitas em leitora Power Wave 340-Biotek. A dosagem da insulina foi realizada no
Laboratério de Endocrinologia do Departamento de Apoio, Saude e Producao
Animal, Cursos de Medicina Veterinaria, FOA-UNESP.

2.4 Analises das estruturas 6sseas

2.4.1 Densitometria 6ssea

A densidade mineral 6ssea — DMO - (em g/cm?) dos fémures dos animais
foi avaliada utilizando densitbmetro modelo DPX-ALPHA-LUNAR, com software
especial para pequenos animais, pertencente ao Laboratério de Biofisica do
Departamento de Apoio, Producéo e Saude Animal — FOA/UNESP.

2.4.2 Ensaios mecanicos

Para os ensaios mecanicos de flexdo em trés pontos (Figura 1) e de
compressédo foi utilizada a maquina universal de ensaio EMIC® Mod DL3000 do
Departamento de Materiais Odontoldgicos e Protese da FOA/UNESP. A carga foi
aplicada a uma velocidade de 5 mm/min e registrada automaticamente pelo sistema
computacional pertencente a maquina. Todos os ensaios foram realizados em

condicdes semelhantes, com as estruturas 6sseas a temperatura ambiente.
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Na analise biomecanica, foi avaliada por meio da curva de forca X
deslocamento, a resisténcia 6ssea, analisando a forca maxima admitida pelo tecido
0sseo, forca na ruptura e a deflexdo na forca maxima. A distancia do vao de apoio
no ensaio de flexao foi de 20 mm e a célula de carga utilizada de 2000N.

proximal
/

~

anterior distal
N\

~ g
posterior

20 mm

(A) (B)

FiguralA e B: Esquema dos testes biomecénico. (A) ensaio de compresséao; (B)
ensaio de flexdo em trés pontos.

Com os valores obtidos foi tracada através do programa EXCEL® a curva
carga (forca) versus deslocamento (Fig. 2), que forneceu os parametros de forca
maxima e rigidez 6ssea. Os parametros obtidos pela avaliagdo da curva de forca X
deslocamento foram: 1) a resisténcia 0ssea, analisando a forca maxima admitida
pelo tecido 6sseo; 2) a forca na ruptura; 3) a deflexdo na forca maxima.

A rigidez foi obtida através da tangente do angulo o« que indica a
inclinagcdo da curva carga X deslocamento na fase elastica (até o limite de
proporcionalidade).

As forcas maximas de flexdo e compressao (Fmax) foram utilizadas como
critério de avaliacdo da resisténcia, sendo o maior valor de carga admitida em cada

ensaio.
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Forca ¢ Forcamaxima

(N) Limite de
Proporcionalidade
rca de ruptura

Deslocamento (mm)

Figura 2. Esquema da curva Forca X Deslocamento obtida no ensaio mecéanico

2.4.3 Analises radiograficas

Os fémures conservados em solucéo salina foram radiografados segundo
os parametros: 50 kV, 10 mA, 40 cm distancia filme-foco, 0,2 segundos de
exposicdo (GE Mobile 100 X ray - Milwaukee, WI,USA). As imagens radiograficas
foram escaneadas através de DIGORA (Soredex, Finland). O programa
computacional Image J® 1.44 p foi usado para realizar medidas dos 0Ssos,
considerando comprimento longitudinal e transversal da diafise e colo do fémur
(Figura 3). Todo o procedimento foi realizado no Departamento de Patologia e
Propedéutica Clinica da FOA/UNESP.
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Figura 3. Mensuragao (cm) de partes do fémur: (a) comprimento longitudinal; (b), largura da diafise

e (¢) comprimento do colo transversal.

A densidade radiografica (Pi) de cada imagem obtida no monitor do
computador foi calculada, utilizando-se como referéncia areas pré-determinadas dos
fémures (CARVALHO et al., 2007).

2.4.4 Histomorfometria

Apés a fixacdo em formalina neutra (10% p/v) durante 24 horas em
temperatura ambiente, as pecas (fémures direitos) foram lavadas em agua corrente
por 12 horas e descalcificadas em &cido etilenodiaminotetracético (EDTA) (5% p/v).
Apés a descalcificacdo permaneceram em agua corrente por 24 horas, foram
desidratadas, diafanizadas e incluidas em parafina. Nos blocos obtidos foram
efetuados cortes longitudinais semi-seriados das epifises proximais e terco médio
dos fémures para analises, com 6 micrometros de espessura, que foram corados
com hematoxilina e eosina. Para a captacdao das imagens utilizou-e o microscépio
Optico com objetiva de aumento 20x Olympus CX31 acoplado a uma céamera
fotografica, as imagens obtidas (JVC TK-1270 Color Video Camera) foram
analisadas por software analisador de imagens (Image J). Os cortes histolégicos e
montagem das l|aminas foram realizados no Laboratério de Endodontia do
Departamento de Odontologia Restauradora da FOA-UNESP.
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Para a obtencdo da porcentagem do osso trabecular (OT), foram
marcados quatro campos (A, B, C e D) imediatamente abaixo da cartilagem de
crescimento das cabecas dos fémures (Fig. 4A). Em cada campo foi obtido um valor
de &rea total = 452.488um?(A total). Através de uma ferramenta auxiliar presente no
software Image J® utilizado neste estudo, seguiu-se a delimitacdo e a mensuracéo
do tecido Gsseo trabecular, com auxilio de uma caneta cursor digital (Fig. 4B). A
area de tecido 6sseo obtida foi convertida em proporcao de tecido 6ésseo através da
formula % de tecido 6sseo: OT = A obtida na mensuracédo x 100/452.488 (A total).
Apés serem estabelecidas as proporcbes de tecido 6sseo das quatro regides, foi
feita a média da proporcédo de A, B, C e D correspondentes a cabeca do fémur. Essa

média foi posteriormente utilizada para o processamento estatistico.

Figuras 4A e B: Cortes histoldgicos longitudinais da cabeca do fémur, abaixo da cartilagem de
crescimento (A) marcacéo em areas para mensuracdes; (B) mensuragdo da area trabecular.

As mesmas areas acima indicadas (Fig. 4 A e B) foram utilizadas como
modelo padrdo para o calculo da espessura (um), do espacamento (um) e do
namero de trabéculas, por meio do mesmo programa computacional.

A espessura do osso cortical (Ec) foi analisado através da medicdo da
espessura total um (E) subtraida da espessura endostal um (e)/2, realizada no terco
médio da diafise femoral dos animais estudados (Figs. 5A e B). A partir dos dados

obtidos foram calculadas as médias das espessuras corticais encontradas por grupo.
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Figuras 5A e B: Marcagdo em cortes longitudinais do terco médio da diafise do fémur para
mensuragao da espessura cortical E¢ (um): (A) espessura total E; (B) espessura endostal e.

2.5 Determinacédo da concentracado de polifendis nos chéas

O total de polifendis foi estimado pelo método de Folin modificado ((ARABBI
et al., 2004). Para o preparo das infusfes foram utilizados saches comerciais Leao®
com 1,6g cada, em 100mL de a4gua a 80°C. A infusdo permaneceu abafada por 10
minutos e apos o resfriamento foi feita a tomada de ensaio (20 uL). Foram
adicionados as amostras 1,58 mL de agua deionizada e 100 pL do reativo de Folin
Ciocalteau. Apos um periodo de incubacao de 1-8 minutos foram acrescentados 300
ML solucdo de carbonato de sédio. A reacao foi mantida 2 horas e temperatura
ambiente e a absorbancia lida em 765 nm (Hitashi U1100). Acido galico foi utilizado
como padréo.

2.6 Analise estatistica dos dados

Os dados foram expressos como Média = erro padrdo da média e

by

apresentaram distribuicdo normal, sendo submetidos a andlise de variancia
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(ANOVA) seguida do teste de Tukey, utilizando-se o programa Graph-Pad Prisma.

Foi estabelecido como nivel de significancia 5%.

3 RESULTADOS

3.1 Ingestdes de racdo, de solucdo de sacarose (30% p/v) e
consumo energético total

Na tabela 1 observa-se que o consumo de ragdo (g/animal/dia) foi
significativamente menor (p<0,001) nos grupos S , SCV e SCB, em relacdo aos
grupos que nao tiveram livre acesso a solucdo de sacarose. Quando comparados o
consumo diario de racéo e de sacarose (mL/animal/dia) nos grupos S, SCV e SCB,
nao foram observadas diferencas significativas. Apesar do reduzido consumo de
racao pelos grupos tratados com sacarose, quanto ao consumo total de liquidos, os
grupos néo diferiram. Um maior consumo energético (Kcal/animal/dia) foi observado
Nnos grupos que ingeriram sacarose (p<0,001).

Tabela 1. Consumo de racéo, solucao de sacarose, total de liquido e energético em

animais que receberam diferentes tratamentos.

C S scv SCB cv CB
Racéo 2590 +0,78° 16,47+ 0,65°  17,13+0,43°  16,70+0,41° 23,94+0,56° 24,19 +0,40°
(g/an./dia)
Sacarose _ 43,22 + 2,59 44,41 + 2,79 43,25 + 2,93 _
(mL/an./dia)
Total de lig. 47,04 + 0,86 55,97 + 2,71 55,62 + 3,12 55,34 + 2,66 46,91+2,66 46,86+ 0,96
(mL/an./dia)
Energético 90,63+2,74°  10950+2,31° 11325+2,78° 110,33+235 83,80 +1,96° 84,66 + 1,42°

(Kcal/an./dia)

Resultados expressos como média + EPM (n=10). One-way ANOVA seguido pelo teste de Tukey. Letras
distintas indicam diferenca significativa. Grupos: C controle, S sacarose, SCV sacarose + cha verde, SCB
sacarose + cha branco, CV cha verde e CB cha branco.
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3.2 Circunferéncias abdominal e toracica

N&do foram observadas diferencas significativas quando comparados 0s
valores de circunferéncia toracica (cm) dos animais. Com relacédo a circunferéncia
abdominal, os animais tratados com sacarose tiveram aumento de 7,69% nesse
parametro em relacdo ao grupo controle (p<0,001). Os animais tratados com cha
verde e sacarose (SCV) mostraram uma reducéo de 11,09% quando comparado ao
grupo S (p<0,001) e o grupo que recebeu apenas cha verde (CV) obteve reducéo de
11,09% em relacao ao grupo S (p<0,001). J& nos animais tratados com cha branco e
sacarose (SCB) a reducéo foi de 6,64% em relacdo a S (p<0,01), enquanto que o
grupo que recebeu apenas o cha branco (CB) teve os valores reduzidos em 12,04%
em relagdo a S (p<0,001). N&do foram observadas diferencas significativas nos
valores de circunferéncia abdominal quando comparado o grupo C com CV, CB,
SCV e SCB. (Tabela 2).

Tabela 2. Circunferéncia abdominal e toracica de animais que receberam diferentes

tratamentos:

C S SCV SCB cv cB
Torécica 15,87+0,30  16,42+0,38  1534+0,26  16,08+041 1532023 1520+ 0,29
(cm)
Abdominal 17,63+0,23° 19,16 +0,24° 16,98 +0,15° 17,83+0,29° 16,98 +0,22° 16,80 + 0,30°

(cm)

Resultados expressos como média + EPM (n=10). One-way ANOVA seguido pelo teste de Tukey. Letras
distintas indicam diferenca significativa. C controle, S sacarose, SCV sacarose + cha verde, SCB sacarose +
chéa branco, CV cha verde e CB cha branco.

3.3 Ganho de massa corporea e massa do tecido adiposo branco
retroperitoneal e epididimal

Em relagcdo ao ganho de massa ao dia por animal (gramas), verifica-se
(tabela 3) que no grupo SCV houve uma reducao (p<0,001) de 25,81% em relagéo
aC e 27,68% em relacdo ao grupo S. Ja os animais do grupo SCB apresentaram
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reducgdes (p<0,001) de 24,29% e 26,19% em relacdo a C e S, respectivamente. Os
grupos que receberam apenas o tratamento com os chas também obtiveram uma
diminuicao significativa (p<0,001) do ganho de massa corpoérea, quando comparados
aos grupos C e S. As reducdes foram de 25,75% (CV versus C) e 27,62% (CV
versus S) 27,95% (CB versus C) e 29,76% (CB versus S). Nao houve diferenca
entre os resultados dos grupos SCV, SCB, CV e CB.

Quanto a massa do tecido adiposo branco retroperitoneal (RETRO),
expressa em gramas/100g de m.c., no grupo tratado com sacarose foi verificado
aumento de 50,47% em relacdo ao grupo controle (p<0,001), como pode ser
observado na tabela 3. A administracdo dos chas promoveu reducao no RETRO
dos grupos tratados com sacarose, quando comparados ao grupo que sO recebeu
sacarose, 0 que fez com que os valores ficassem préoximos ao grupo C. O grupo
SCV obteve reducao de 48,25% e o grupo SCB 49,12 % em relacdo ao grupo S
(p<0,001). Os animais que receberam como tratamento apenas cha verde ou branco
mostraram diminuicdo do RETRO de 56,35% e 58,09% respectivamente em relacéo
ao grupo S. Quando comparados os grupos CV e CB com C, os chas promoveram
reducdes de 11,86% e 15,37% respectivamente, porém sem significancia estatistica.

O consumo de sacarose resultou em aumento de 35,38% na massa do
tecido adiposo branco epididimal (EPI), em relacdo ao grupo controle (p<0,001). A
administracdo de cha verde e sacarose reduziu em 28,09% os valores em relagéo a
S (p<0,001) e o uso do ch& branco e sacarose em 27,14% (p<0,001). Nao foram
constatadas diferencas significativas entre os grupos C, SCV e SCB. O consumo
dos chas mostrou uma reducéo do EPI em relacao ao grupo C, sendo a diferenca de
25,77% no grupo CV (p<0,05) e de 31,10% no grupo CB (p<0,001). As diferencas
foram mais pronunciadas quando confrontados S e CV (52,04%, p<0,001) e S com
CB (55,48%, p<0,001), como mostrado na tabela 3.



37

Tabela 3. Ganho de massa corpérea e massa do tecido adiposo branco

retroperitoneal e epididimal de animais que receberam diferentes tratamentos:

c S SCvV SCB Ccv CB

Ganhodem.c. 3,14+0,07° 322+0,11° 233+0,21° 2,37+0,13° 2,33+0,10° 2,26 +0,71°
(g/animal/dia)

a D a

Retroperitoneal 1,13+ 0,12 2,29 + 0,06 1,18 + 0,10° 1,16 £0,8° 1,0+ 0,06 0,96 + 0,08
(9/100g m.c.)

Epididimal 1,10+0,09% 168+0,02° 1,21+0,06° 122+007% 0,802004° 0,75+0,04°
(g/100g m.c.)

Resultados expressos como média + EPM (n=10). One-way ANOVA seguido pelo teste de Tukey. Letras
distintas indicam diferenca significativa. C controle, S sacarose, SCV sacarose + cha verde, SCB sacarose
+ chéa branco, CV cha verde e CB cha branco.

3.4 Analises dos componentes plasmaticos

A analise do plasma dos animais pertencentes aos grupos S, SCV e SCB
mostrou um aumento na concentracdo de triacilgliceréis (TAGs), em relacdo ao
grupo C (p<0,01). O tratamento com o ch& verde (grupo CV) resultou em uma
diminuicdo dos TAGs (p<0,001) quando comparado com os grupos S (34,29%), SCV
(33,45%) e SCB (35,28%) respectivamente. O grupo CB, também obteve reducéo
dos TAGs (p<0,001) em relacdo aos grupos S (30,21%), SCV (29,32%) e SCB
(31,26%). Os grupos CV e CB, nao diferiram em relacéo ao grupo C (Fig. 6A).

Em relacdo as concentracdes plasmaticas do colesterol total, o grupo CV
mostrou diminuicdo quando comparado aos grupos C (34,96%; p<0,001), S
(29,74%; p<0,001), SCV (20,04%; p<0,01) e SCB (23,34%; p<0,01). O tratamento
com o cha branco levou a reducao do colesterol quando comparado aos grupos C,
S, SCV e SCB, em 33,01% (p<0,001), 27,63% (p<0,001), 17,64% (p<0,01) e 21,04%
(p<0,05), respectivamente (Fig. 6B). O grupo SCV mostrou diminuicdo em 18,65%
em relacdo ao grupo C (p<0,01) e o grupo SCB apresentou diminuicdo em relacdo a
C em 15,15% (p<0,05).

Nas analises do plasma foram encontradas variacbes entre 0s grupos
quanto a concentracdo do HDL. Os valores no grupo CV foram maiores quando
comparados aos grupos: C - 28,21% (p<0,001); S - 31,31% (p< 0,001); SCV -
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15,52% (p<0,01); SCB - 19,40% (p<0,01) e CB - 17,46% (p<0,01). Os grupos SCV e
SCB mostraram maiores concentragbes de HDL (p<0,01) em relagdo ao grupo S
(18,69 e 17,98% respectivamente). Os valores dos grupos C e S nao diferiram
significativamente (Fig. 6C).

(A) Concentragao plasmética (B) Concentracéo plasmética de
de TAGs Colesterol total
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ab b a a a Figura 6A- Concentracdo plasmatica de
TAGs (mg/dL); 6B concentracdo plasmatica
de colesterol total (mg/dL); 6C concentracao
plasmatica de HDL (mg/dL).

Valores expressos como média + EPM,
(n=10). One-way ANOVA seguido pelo teste
de Tukey. Letras distintas indicam diferenca
significativa. C controle, S sacarose, SCV
sacarose + cha verde, SCB sacarose + cha
branco, CV cha verde e CB cha branco.
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Os valores da frutosamina encontrados no plasma dos animais do grupo S
foram maiores (p<0,001) quando comparados aos grupos C, SCV, SCB, CV e CB,
em 46,50%, 38,81%, 36,80%, 47,98% e 39,81% respectivamente (Fig. 7A).

A figura 7B mostra os resultados obtidos em relacao as concentracdes de
leptina no plasma dos animais. Observa-se aumento significativo (p<0,001) no grupo
S em relacdo a C (68,9%), SCV (77,77%), SCB (84,21%), CV (83,74%) e CB
(86,21%). Quando comparados ao grupo C, 0s grupos tratados com cha
apresentaram reducdes de 30,33% (SCV, p<0,05); 50,52% (SCB, p<0,001); 49,04%
(CV, p<0,001) e 56,79% (CB, p < 0,001). Em relacé&o aos resultados das analises
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das concentracbes plasmaticas de insulina (Fig. 7C) ndo foram encontradas

diferencgas signficativas entre os grupos.
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Figura 7A, B e C ConcentracGes plasmaticas de frutosamina (mg/dL) (A), concentracdo plasmatica de
leptina (mg/dL) (B), concentracé@o plasmatica de insulina (uU/mL) (C) de animais que receberam diferentes
tratamentos. Valores expressos como meédia + EPM, (n=10). One-way ANOVA seguido pelo teste de Tukey.
Letras distintas indicam diferenca significativa. C controle, S sacarose, SCV sacarose + cha verde, SCB
sacarose + cha branco, CV chéa verde e CB cha branco
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Através das imagens radiograficas foram realizadas mensuracdes (cm)

das regibes transversais da diafise e do colo dos fémures bem como do

comprimento longitudinal. Como observado nas figuras 8A, B e C os parametros néo

foram diferentes nos tratamentos utilizados

0.5+

0.4+

0.3

(cm)

0.2

0.1+

(A) Medida transversal da

0.0

(cm)

(B) Medida transversal do

diafise colo
_ 0.4
0.3
€
£ 0.2
0.1
0.0
c S SCV  sCB cv CB C S SCV  scB cv cB
Grupos Grupos

(C) Medida comprimento
longitudinal

C S SCV SCB (AY) CB
Grupos

Figura 8A - Medida transversal da diafise; 8B
do colo transversal; e 8C comprimento
longitudinal.

Valores expressos como média = EPM,
(n=10). One-way ANOVA seguido pelo teste
de Tukey. C controle, S sacarose, SCV
sacarose + cha verde, SCB sacarose + cha
branco, CV chéa verde e CB cha branco.

As andlises de densitometria por DXA mostraram que ndo foram

encontradas diferencas significativas na DMO, CMO e area total dos fémures dos
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animais estudados. Auséncia de diferencas também foi observada quanto analisada

a DMO e a CMO em regifes especificas das estruturas (Tabela 4).

Tabela 4. DXA dos fémures de animais que receberam diferentes tratamentos:

C S SCV SCB CcVv CB
DMO Total 0,19+ 0,006 0,20+ 0,004 0,18 + 0,006 0,19 + 0,005 0,19 + 0,005 0,19 + 0,003
(mglcm?)
CMO Total 0,34+0,015 0,37+0,011 0,32 £ 0,012 0,32 £ 0,013 0,31 + 0,009 0,32 £ 0,015
(mg)
AREA Total 1,68 +0,063 1,84+0,036 1,72 + 0,056 1,66 + 0,046 1,67 + 0,036 1,68 + 0,068
(cm?)

DMO Ep. prox. 0,21+0,009 0,21+ 0,005 0,20 £ 0,007 0,21 £+ 0,006 0,19 £+ 0,007 0,20 £+ 0,005

(mglcm?)

CMO Ep. prox. 0,09+0,003 0,10+ 0,004 0,09 £+ 0,003 0,09 £ 0,002 0,09 £ 0,003 0,10 £+ 0,002

(mg)

DMO Diéfise 0,19+0,004 0,18 +0,003 0,18 £ 0,006 0,18 £ 0,005 0,19 + 0,006 0,18 + 0,003
(mglcm?)

CMO Diéfise 0,11 +0,002 0,11+ 0,005 0,10 + 0,005 0,10 £ 0,005 0,11 £ 0,005 0,10 £ 0,005
(mg)

DMO Ep. dist. 0,22+0,004 0,22+ 0,006 0,21 £+ 0,005 0,21 £+ 0,005 0,19 £ 0,007 0,20 £+ 0,005

(mg/cm?)

CMO Ep.dist. 0,09+0,003 0,10+0,002 0,10+0,003 0,09+0,002 0,10+0,003 0,10 + 0,002
(mg)

Ep. — epifise; dist.- distal.

Resultados expressos como média + EPM, (n=10). One-way ANOV seguido pelo teste de Tukey. C
controle, S sacarose, SCV sacarose + cha verde, SCB sacarose + cha branco, CV cha verde e CB cha
branco.

Quando observados os resultados da densidade radiografica em éareas
diferentes dos fémures, os grupos CV e CB mostraram maior DMO nas regides com
grande porcentagem de tecido 6sseo trabecular, como cabeca e trocanter (Figs.9A e
B), quando comparados aos demais grupos. Na regido da cabeca as diferencas
encontradas em relacéo ao grupo CV foram de: 8,49% - grupo C (p<0,05); 11,19%-
grupo S (p<0,001); 11,73% - grupo SCV (p<0,001) e 9,08% grupo SCB (p<0,01).
Quando comparados os valores de densidade radiografica do grupo CB com o0s
outros tratamentos, as diferencas foram de: 8,04% - grupo C (p<0,05); 10,65% -
grupo S (p<0,001); 11,30% - grupo SCV (p<0,001) e 8,64% - grupo SCB (p<0,05).

Os aumentos da DMO nos trocanteres dos fémures dos animais do grupo
CV em relacdo aos grupos C, S, SCV e SCB, foram de 7,79%; 8,07%; 6,49% e

8,07% respectivamente, considerando-se p<0,001. Os animais do grupo CB
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apresentaram aumento da DMO em relacdo aos grupos C - 6,15% (p<0,01); S -
6,44% (p,0,001); SCV - 4,83% (p<0,001) e SCV- 6,44% (p<0,01).

Os resultados de DMO na densidade radiografica da fossa trocantérica
nao diferiram entre os grupos (Fig.9C).

A figura 9D apresenta a andlise dos resultados da DMO do osso cortical
na diafise média dos fémures dos animais estudados. Foi encontrada uma
diminuicdo significativa no grupo que recebeu sacarose (S) em relacdo aos grupos:
C - 12,02% (p<0,05); CV - 16,26% (p<0,001) e CB - 18,07% (p<0,001). Os grupos
SCV e SCB também diferiram em relacdo aos grupos que foram tratados apenas
com os chas. No grupo SCV as reducdes foram de 12,67% e 14,55% quando
comparado a CV e CB, respectivamente (p<0,01). No grupo SCB foi verificada
diminuicdo de 10,41% (p<0,01) em relacdo a CV e de 12,34% em comparacao a CB
(p<0,05).

(A) Densidade radiografica (B) Densidade radiografica
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Figura 9A - Densidade radiografica cabeca (34x34Pi); 9B densidade radiografica trocanter (30x30Pi); 9C
densidade radiografica fossa trocantérica (20x30Pi); 9D densidade radiogréfica diafise média (100Pi).
Valores expressos como média = EPM, (n=10). One-way ANOVA seguido pelo teste de Tukey. Letras
distintas
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A tabela 4 mostra os resultados obtidos durante os ensaios mecéanicos.
Os valores de forca maxima durante os testes de flexdo e de compressao nao
diferiram entre os grupos, assim como os valores obtidos de rigidez durante o teste
de flex&do (Tabela 5).

A rigidez de compresséao foi significativamente maior nos grupos CV e CB
em relacdo aos demais grupos. Os valores de CV forma 26,17% (p<0,05) mais
elevados em relacdo a C; 49,56% (p<0,001) em relagéo a S; 35,73% (p<0,01) em
comparacao a SCV e 35,31% (p<0,01) em relacdo a SCB. Quando comparado aos
demais grupos, o valor de rigidez de compressao de CB foi 25,41; 49,09; 35,07 e
34,64% maior (p<0,01) do que os valores de S, SCV e SCB respectivamente. O
grupo S foi significativamente menor em relacdo ao grupo C em 31,68% (p<0,05).
N&o houve diferenca entre os gupos SCV, SCB, C e S (p>0,05).

Tabela 5. Forca maxima (N) e rigidez (N/mm), durante a flexdo e a compressao dos
fémures de animais que receberam diferentes tratamentos:

c S SCVv SCB Cv CB

F.M.flexdo 120,04 £ 5,56 123,27 + 6,49 118,76 + 2,66 116,96 + 2,63 113,73+ 5,90 118,10 + 5,47
(N)

F.M.comp. 141,58+9,98  142,23+7,75 139,40+10,78  146,50+5,36 136,50 8,58 130,16+ 9,19
(N)

Rig. flexdo 262,85+ 7,17 256.74 £ 9,70 271,54 £ 9,65 274,40 £ 7,39 245,88 £ 9,78 238,44 £ 10,05
(N/mm)

Rig.comp. 14364+6,397 98,13+2,73"  12504+8,73®  12586+252"  19457+8,56° 192,59+ 19,72°
(N/mm)

F.M. forca maxima; Rig. — rigidez; comp. — compressédo. Resultados expressos como média + EPM, (n=10). One-
way ANOVA seguido pelo teste de Tukey. Letras distintas indicam diferenca significativa. C controle, S
sacarose, SCV sacarose + cha verde, SCB sacarose + cha branco, CV chéa verde e CB cha branco.

Na analise histomorfométrica o grupo S apresentou reducao significativa
do porcentual de 6sseo trabecular do fémur, em relagdo aos grupos C (17,07%,
p<0,01); SCV (25,57%, p<0,001); SCB (25,41%, p<0,001); CV (26,63%, p<0,001) e
CB (27,06%, p<0,001). Os grupos que receberam os chas (CV e CB) apresentaram
aumentos significativos (p<0,05) de 11,52 e 12,04% respectivamente, do parametro
estudado, quando comparados ao grupo C. Os grupos que receberam os chas mais
sacarose nao diferiram dos grupos C, CV e CB (P>0,05), como mostra a figura 10A.
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Quanto a espessura trabecular o grupo S mostrou uma diminuicao
significativa (p<0,001) em relacdo aos demais: grupo C 43,20%; grupo SCV 38.84%;
grupo SCB 45,36%; grupo CV 61,13% e grupo CB 58,53%. Os grupos que
receberam os chas, CV e CB, mostraram um aumento na espessura de suas
trabéculas em relacdo aos demais com p<0,001: grupo C 31,52%; grupo SCV
35,98% e grupo SCB 28,82%, quando observado o grupo CV. Quando relacionado
grupo CB com os demais os resultados ficaram mais elevados em: 26,98% (grupo
C); 32,19 (grupo SCV) e 24,10% (grupo SCB). Os grupos SCV e SCB nao diferiram
(p>0,05) em relagéo ao grupo C (Fig.10B).

Na figura 10C pode-se observar que o grupo S apresentou maior
espacamento intertrabecular (p<0,001) quando comparado a C (30,26%), SCV
(31,14%), SCB (38,36%), CV (52,62%) e CB (49,15%). Quando observados os
grupos que receberam apenas 0s chas como tratamento, as diferencas em relacao
ao grupo CV foram de 32,05% (C, p<0,001), 31,19% (SCV, p<0,001) e SCB
(23,12%, p<0,001). Quando relacionados os valores ao grupo CB as diferengas
encontradas foram de 27,09% (C; p<0,001), 26,16% (SCV, p<0,001) e 17,51%
(SCB, p<0,01). Os valores dos grupos SCV e SCB nao diferiram em relacdo ao
grupo C (p>0,05).

A figura 10D mostra que o numero de trabéculas por 452.488um2 foi
menor nos grupos que receberam os chas em relacdo aos demais. As reducdes em
CV foram de 11,5% (p<0,05) em relacdo a C, 20,43% (p<0,001) em relacdo a S,
11,50% (p<0,05) comparado a SCV e 11,83% (p<0,05) comparado a SCB. Ja no
grupo CB houve reducdes de 12,15% (p<0,05); 21,08% (p<0,001), 12,15% (p<0,05)
e 12,48% (p<0,05), em relacdo aos grupos C, S, SV e SCB respectivamente.

Em relacdo a mensuracao da espessura cortical (um), a figura 10E mostra
gue houve no grupo S diminuicao de 13,69% (p<0,01) em relacédo a CV e de 10,46%
(p<0,05) em relagéo ao grupo CB.
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Figura 10A - Osso trabecular (%); 10B
espessura trabecular (um); 10C espacamento
trabecular (um); 10D numero de trabéculas
(Um); 10E espessura cortical (um).

Valores expressos como média = EPM,
(n=10). One-way ANOVA seguido pelo teste
de Tukey. Letras distintas indicam diferenca
significativa. C controle, S sacarose, SCV
sacarose + cha verde, SCB sacarose + cha
branco, CV cha verde e CB cha branco.
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A figura 11 mostra visivelmente que os diferentes tratamentos
promoveram diferengas na microarquitetura 6ssea femoral dos animais estudados.
Trabéculas mais espessas e intercomunicantes com diminuicdo do espaco
intertrabecular foram mais evidentes nos grupos que receberam os chas acrescidos
ou ndo de sacarose (SCV, SCB, CV E CB). No grupo que recebeu sacarose (S)
pode-se observar que houve uma reducao das espessuras trabeculares e aumento

dos espacos intertrabeculares.

C S
SCV SCB
CV CB

Figura 11. Secc¢des longitudinais de osso trabecular na cabega femoral, mostrando disposi¢do das
trabéculas 6sseas, espessura e espacamento, dos diferentes grupos estudados: grupo C ; grupo S;
grupo SCV ; grupo SCB ; grupo CV e grupo CB. C controle, S sacarose, SCV sacarose + cha
verde, SCB sacarose + cha branco, CV chéa verde e CB cha branco.
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3.6 Resultados das analises das concentragcdes de polifendis nos

chas

De acordo com as analises laboratoriais os resultados obtidos foram:
10,299/100g de cha verde e 8,459/ 110g de cha branco, apdés a conversao
respeitando a dose administrada dos chas 1250mg/Kg m.c. ,0s animais que
consumiram cha verde receberam 128mg/Kg de m.c. de polifendis e os animais dos

grupos que receberam cha branco ingeriram 105mg/Kg de m.c. de polifendis.

4 DISCUSSAO

Este estudo teve como objetivos verificar os efeitos de chas de C.
sinensis no metabolismo 6sseo de animais em fase de crescimento e ainda avaliar
se 0s danos causados ao tecido 6sseo pelo consumo excessivo de carboidratos,
poderiam ser minimizados ou inibidos pelos chés.

Optou-se com base em trabalhos da literatura (HASEGAWA et al., 2003;
CHEN et al., 2009), por utilizar nos tratamentos dos animais infusdes de chas nas
formas comerciais, por serem preparacbes de maior disponibilidade e mais
consumidas pela populacdo em geral.

As doses utilizadas de chéas, assim como as formas de administracdo, nos
estudos disponiveis na literatura séo variaveis. A dose adotada para este estudo foi
baseada em experimento piloto, no qual as infusdes eram disponibilizadas em
bebedouros, aos quais os animais tiveram livre acesso. ApGs o célculo da dose
diaria média ingerida por animal, o preparo da infusdo foi adequado para que em
uma Unica administracdo diaria os animais pudessem receber a mesma dose da
ingestédo espontanea. O uso de sonda orogastrica foi adotado por possibilitar maior
controle sobre a dose diaria consumida por cada animal, que foi de 1.250 mg/Kg de

massa corporea.
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A producdo de C. sinensis em solo brasileiro € pequena devido as
condi¢cBes climéaticas e a empresa escolhida obtém as folhas de fornecedores de
diversos paises. Por ndo se tratar de preparacdes com fins terapéuticos, as analises
exigidas em nosso pais para a comercializagdo dos chas na forma de saches nao
envolvem as dosagens dos seus componentes bioativos. Sendo assim, para
padronizagdo foram utilizados durante o tratamento de todos os animais do
experimento saches de um Unico lote de cada tipo de cha.

Os componentes bioativos dos chas que atuam no metabolismo 6sseo ja
sdo conhecidos. Sabe-se que a presenca de polifendis, principalmente catequinas
estao relacionadas as agfes metabdlicas (MATSUYAMA et al., 2008). No presente
trabalho optou-se por determinar apenas a concentracdo total de polifenéis nos
chas. As analises foram realizadas pelo método de Folin Ciocalteau (ARABBI et al.,
2004), sendo os dados expressos em relacdo a 100g de cha. De acordo com as
doses administradas, foi verificado que os animais que consumiram o cha verde e o
cha branco ingeriram diariamente 10,29 mg/100g m.c. e 8,45mg/100g m.c. de
polifendis respectivamente.

A administracao dos polifenéis obtidos do cha verde (GTP) foi adotada
como forma de tratamento em diversos estudos, como pode ser constatado em
ampla revisdo de literatura (SHEN et al., 2009a). Nesses estudos as doses
administradas variaram de 80-400mg/Kg de massa corpérea. Em todos eles foi
evidenciado efeito positivo em relacdo a formacdo e a microestrutura 6ssea, com
aumento da DMO, da espessura e volume trabecular, da espessura cortical e area
dos fémures.

Embora muitos trabalhos relacionem de forma positiva o consumo de C.
sinensis ao metabolismo 6sseo, em animais jovens e em doses elevadas os efeitos
benéficos podem nédo ocorrer, como mostrou estudo de lwaniec e colaboradores
(2009), colocando em duvida a seguranca do uso dos chas em animais em fase de
crescimento.

Devido as controvérsias em relacdo a seguranca do consumo dos chas
por animais jovens, optou-se por utilizar neste estudo animais com 40 dias e um
tratamento com 8 semanas de duracdo, periodo no qual estavam em fase de
amadurecimento esquelético, que perdura até os 6 meses de idade (KALU, 1991).

Inimeros sdo os relatos na literatura que associam o0 consumo de

sacarose a obesidade e ao metabolismo 6sseo, e é cada vez maior a compreensao
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a cerca da inter-relacao dieta/metabolismo energético/metabolismo 6sseo. Sendo
assim tomou-se neste trabalho o cuidado de verificar se a forma escolhida de
tratamento com a sacarose promoveria as alteracdes no metabolismo lipidico e
energeético ja esperadas, antes de avaliar os efeitos na estrutura 0ssea.

Os animais tiveram livre acesso a solucdo de sacarose 30% (p/v). A
escolha da concentracédo da solucdo e o tempo de administragcdo foram baseados
em trabalho da literatura que evidenciaram os efeitos de dietas com elevadas taxas
de carboidratos na inibicdo da diferenciacdo osteogénica em células mesenquimais
progenitoras, com aumento da adipogénese (STOLZING et al., 2006; CHUANG et
al., 2007; AGUIARI et al., 2008). Efeitos semelhantes ja haviam sido demonstrados
quando utilizadas dietas ricas em carboidratos e lipideos (PARHAMI et al., 1999).

Pdde-se constatar que a ingestdo de sacarose inibiu o consumo de ragao
e aumentou 0 consumo energético, fato que pode estar relacionado a preferéncia
dos animais pela solucéo de sacarose, devido a sua alta palatabilidade (NOVELLI et
al 2007). Em funcéo do elevado valor energético da sacarose, em torno de 4 Kcall/g
(SCHAEFER et al., 2009), areducédo da ingestao de racédo nao influenciou a massa
corporal dos animais. Os resultados corroboram estudo de Tsanzi e colaboradores
(2008), no qual ratas Sprague-Dawley com 28 dias de idade foram tratadas com
diferentes solucdes de carboidratos, dentre as quais sacarose 13%(p/v), por um
periodo de 8 semanas.

Contrariamente, outros trabalhos mostraram que dietas acrescidas de
sacarose promoveram aumento da massa corporal dos animais (CHEPULIS;
STARKEY, 2008; LORINCZ et al., 2009) porém, nesses estudos as concentracdes
de carboidratos e de outros constituintes das dietas, o tempo de tratamentos e a
idade dos animais foram diferentes dos utilizados no presente trabalho, o que
justificaria as divergéncias de resultados. No estudo de Lorincz e colaboradores
(2009) a dieta além da elevada concentracdo de sacarose (39,5%) também
apresentava elevada porcentagem de lipideos (39,5%). Nos relatos de Chepulis e
Starkey (2008) a sacarose foi acrescida a dieta em pé, na concentracdo de 7,9%,
porém o tempo de tratamento dos animais foi longo, 52 semanas, j& tendo os
animais passado pela fase de amadurecimento das estruturas ésseas (KALU, 1991).

Embora ndo tenham sido verificadas diferengcas no porcentual de ganho
de peso dos animais tratados com sacarose em relagcdo ao grupo controle, quando

realizadas as medidas da circunferéncia abdominal, observou-se um aumento em
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resposta ao tratamento. Esses dados sdo complementados pela elevacdo nos
depositos de tecido adiposo retroperitoneal e no tecido epididimal. Resultados
semelhantes foram encontrados por Boquét e colaboradores (2009), em ratos Wistar
tratados com solucdo de sacarose 42% (p/v), por 35 dias. No estudo citado foi
verificado aumento da gordura corporal total, hipertrofia do tecido adiposo
mesentérico e hiperplasia dos depdsitos de tecido adiposo retroperitoneal.

O consumo de C. sinensis promoveu diminuicdo da massa corporal dos
animais, mesmo quando consumido concomitantemente com sacarose 30%.
Quando observado o comportamento alimentar, 0s grupos que receberam apenas
chas nao apresentaram modificacBes em relacdo ao controle. Foi evidenciada ainda
a capacidade dos chas em reduzir os depoésitos de lipideos, nos animais em
tratamento com sacarose. Além da reducéo da circunferéncia abdominal a valores
semelhantes aos dos animais controle, houve também reducdo dos depdsitos de
tecido retroperitoneal e epididimal. Estes resultados estdo em concordancia com os
descritos por lkeda e colaboradores (2005), que utilizaram como modelo
experimental ratos machos Sprague-Dawley (6 semanas de idade) e administraram
extrato de cha verde (10g/Kg/dieta) adicionado a uma dieta composta por amido de
milho durante 23 dias. ApGs o periodo de tratamento foram verificadas reduces nos
depositos dos tecidos adiposos retroperitoneal, epididimal e mesentérico, bem como
reducdo do ganho de massa final em relacéo ao grupo controle.

Os efeitos dos chas de C. sinensis sobre o ganho de peso e a
deposicao tecidual de lipideos estdo associados aos polifenéis, mais
especificamente as catequinas presentes nas folhas (HARA, 2001; HUNG et al.,
2005; IKEDA et al., 2005). Diversos trabalhos utilizam para o tratamento dos animais
catequinas purificadas, que sdo administradas em concentracfes e por periodos de
tempo variados, através de injecédo intraperitoneal, suplementando a racao, ou ainda
na forma de capsulas, em estudos realizados com seres humanos. Outros
protocolos utilizam diferentes infusdes de chas comerciais (CHEN et al., 2009;
HASEGAWA et al., 2003).

Chen e colaboradores (2009) ao analisarem os resultados do seu estudo
com animais que receberam durante um periodo de 6 meses dieta hipercal6rica e
infusdo de cha verde (20g/L) ad libitum encontraram ap6s a 15% semana uma
diminuicdo na massa de gordura corpérea quando comparados ao grupo controle.
Os autores atribuiram os efeitos do cha a diversos fatores, dentre eles a supressao
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da diferenciacao de pré-apdcitos em adipdcitos, devido a inibicdo dos fatores de
transcricio PPAR-y (Receptor Ativado por Proliferadores de Peroxissoma y) e
C/EBP-p ( Proteina Ligadora ao Amplificador CCAAT).

Como ja relatado o tratamento com sacarose modifica 0 metabolismo
lipidico, resultando em elevacé&o de triacilglicerdis plasmaticos (GRANT et al., 1994)
e reducédo de HDL (FERNANDEZ et al., 1995). Embora neste trabalho a exposicao
aos chas nao tenha impedido a elevacéo dos triacilglicerdis, foi eficaz em reduzir o
colesterol total e aumentar a fragdo HDL. Deve-se enfatizar a capacidade do cha
verde em elevar os niveis de HDL acima dos observados nos animais controle, nos
animais que nao receberam sacarose. A melhora no perfil lipidico pode ser creditada
em partes a reducdo da absorcdo de lipideos pelo intestino, promovida pelo
consumo de cha verde ou de suas catequinas (IKEDA et al., 2005).

O consumo de sacarose pelos animais elevou as concentracdes de
leptina em relagdo ao grupo controle, uma elevacdo diretamente relacionada ao
aumento dos depositos de lipideos. A ingestdo dos chas concomitantemente com a
sacarose foi capaz de reverter mudancas ocorridas na concentracdo plasmatica de
leptina, diminuindo os seus valores a niveis mais baixos que os apresentados pelo
grupo controle. Os animais que nao tiveram acesso a sacarose, mas que receberam
0os chas, também apresentaram reducdo na leptina plasmatica. Shen e
colaboradores (2011b) em estudo realizados com ratos (3 meses de idade) obesos
gue receberam GTP (0,1% e 0,5% p/v) na agua de beber também evidenciaram a
reducdo da leptina plasmatica e alteracdes no metabolismo lipidico.

Os dados expostos no presente trabalho estdo em concordancia com a
literatura em aspectos relacionados as modificacdes no metabolismo lipidico,
induzidas pela exposicdo a sacarose, e aos efeitos benéficos da ingestdo dos chas
em parametros do metabolismo lipidico.

A ingestdo da sacarose aumentou os picos de glicemia pés-prandial,
evidenciados pela andlise da frutosamina. Porém ndo foram observadas variacées
na insulinemia de jejum em resposta aos tratamentos. O tratamento com ché verde
ou branco mostrou-se eficaz no controle da glicemia. A a¢do dos chas pode ser
atribuida a inibicdo do principal transportador de glicose no epitélio intestinal,
denominado transportador de glicose sédio-dependente (SGLT1) pela EGCG
(KOBAYASHI et al., 2000).
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Neste estudo buscou-se analisar os efeitos da ingestdo de chas C.
sinensis na estrutura 0ssea de animais em fase de crescimento, bem como a
possibilidade dos chas reverterem ou ao menos minimizarem alteragdes na estrutura
0ssea resultantes do excessivo consumo de carboidratos. Sendo assim, diversos
parametros que refletem a qualidade e o metabolismo 6sseo foram estudados, nos
diferentes grupos experimentais.

Quando comparados os resultados das andalises morfométricas dos
fémures estudados, ndo foram encontradas alteracdes significativas em relacdo ao
comprimento longitudinal e medidas transversais da diafise e colo femoral.
Resultados semelhantes ja haviam sido descritos por Tsanzi e colaboradores (2008).
Porém, em animais mais velhos (9 meses) o consumo de sacarose (39,5%) e
gorduras (39,5%) por 10 semanas promoveu diminuicdo do comprimento 0sseo
(LORINCZ et al.,, 2009). As discrepancias nos resultados podem ser explicadas
pelas diferencas nas idades dos animais e nos periodos de tratamento.

Em relagcdo ao consumo de C. sinensis e crescimento 0sseo, o estudo de
Iwaniec e colaboradores (2009) mostrou resultados pouco favoraveis, dentre eles a
reducdo dos comprimentos dos fémures. Os autores concluiram que elevadas doses
de GTE durante a fase de crescimento inibiram condrogénese e osteogénese de
camundongos, normais ou geneticamente obesos, por mecanismos ainda nao
completamente elucidados. O tratamento adotado no presente trabalho néo reforgou
os achados anteriores (IWANIEC et al.,, 2009), em ratos obesos ou normais,
indicando que as ac¢les deletérias na estrutura 6ssea possam estar associadas as
doses de chas. A quantidade de cha administrada pelo autor citado foi equivalente
ao consumo de 14 xicaras ao dia, enquanto neste trabalho o consumo foi préximo a
uma xicara/dia.

As analises de DMO e CMO pelo DXA néo evidenciaram diferencas entre
os tratamentos, porém a andlise radiografica (DIGORA) evidenciou redu¢do da DMO
no 0sso cortical dos animais tratados com sacarose, mesmo quando associado ao
cha. TJADERHANE E LARMAS (1998) observaram diminuicdo do DMO dos fémures
e das tibias de ratos machos e fémeas com 3 meses de idade, apos dieta com alta
concentracao de sacarose (69%), atribuindo as alteracbes ao aumento de excrecao
de Ca®" na urina. Estudos anteriores associaram dietas com alta ingestdo de
acucares a perda de minerais, por possivel reducdo da reabsorcdo tubular
(LEMANN et al., 1970, ERICSSON et al., 1990). Esperava-se com a administracao
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dos chas evitar ou reverter a reducdo da DMO no osso cortical, atribuida ao
consumo excessivo de sacarose, 0 que n&o ocorreu.

Um efeito positivo do GTP sobre a estrutura 6¢ssea de ratos obesos jovens
(3 meses) foi descrito recentemente (SHEN et al., 2011b). No trabalho em questéao a
obesidade foi induzida nos animais por elevado consumo de lipideos, e a
administracdo do GTP (0,5%) na agua ofertada nos bebedouros ocorreu por 16
semanas. A melhora na DMO dos fémures dos animais foi atribuida, pelos autores, a
reducdo na concentracdo plasmatica de leptina, em reposta ao tratamento com o
GTP. Como citado anteriormente a acdo da leptina na estrutura 6ssea é dependente
da concentracdo (MARTIN et al., 2007).

Em animais obesos a elevagdo da massa de tecido adiposo resulta em
elevacdo da leptina plasmatica, o que foi observado também nos animais deste
trabalho tratados com sacarose. A leptina através de via hipotalamica modula
positivamente o sistema nervoso simpatico, o que resulta na ativacao de receptores
B2 adrenérgicos nos osteoblastos (TAKEDA et al., 2002; FLIER, 2002). Dessa forma,
via Proteina Quinase A, ocorre ativacdo de ATF4, um fator de transcricdo presente
predominantemente em osteoblastos, e consequentemente uma maior expressao de
RANKL (ELEFTERIOU et al., 2005). A maior expressdo de RANKL favorece a
osteoclastogénese (ANDO et al., 2008; MATSUO; IRIE, 2008).

Além de favorecer a expressao de RANKL, AFT4 modula a sinalizagédo da
insulina nos osteoblastos, via Esp gene. O consequente aumento da expressédo da
OST-PTP (HINOI et al., 2008; HINOI et al., 2009) implicarda em modulacdo da
sinalizacdo insulinica, com consequente reducdo da formacdo e da reabsorcéo
O0ssea (SCHLESSINGER, 2000). Em cultura de células NIH-3T3 (“Mouse
Embriyogenic Fibroblast Cell Line”) as catequinas do cha verde parecem inibir a
atividade da PTP-1B (MA et al.,, 2011), que também modula negativamente a
sinalizag&o da leptina, via JAK2 (ZABOLOTNY; BENCE-HANULEC, 2002).

Outro fator que pode ter contribuido para as alteracbes negativas
encontradas nos fémures dos animais que receberam sacarose, pode ter sido um
estado hiperglicémico desses animais, sugerido pelo aumento da frutosamina. A
hiperglicemia inibe a diferenciacdo osteoblastica e altera a resposta do paratormdnio
(PTH) que regula o metabolismo do foésforo e do calcio (SANTANA et al., 2003). A
hiperfuncéo das paratireoides resulta em desmineralizagéo 6ssea, com consequente

aumento da porosidade, com menor resisténcia as fraturas. Além disso, ocorre efeito
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deletério na matriz organica éssea, afetando a aderéncia, o crescimento e acumulo
de matriz extracelular (WENZEL , 1989).

Embora neste trabalho os tratamentos com os chas ndo tenham sido
capazes de prevenir a reducédo da DMO ocasionada pela sacarose, houve aumento
da DMO no osso trabecular dos animais que receberam apenas os chas. Mudancas
também forma evidenciadas pela histomorfometria nos animais que receberam chas
com ou sem sacarose. Nos animais tratados com chas, péde-se constatar aumento
da porcentagem de osso trabecular, além de maior espessura das trabéculas, menor
espacamento e menor numero de trabéculas, como também demonstrado em
alguns estudos (SHEN te al., 2009b; SHEN et al., 2010a; SHEN et al., 2011a).

Como demonstrado por outro autor, animais que apresentam aumento da
massa adiposa em decorréncia de modificagbes na dieta apresentam reducao da
porcentagem de osso trabecular, da espessura das trabéculas e aumento do
espacamento trabecular (CAO et al., 2009). O tratamento concomitante com 0s
chas, embora ndo tenha resultado em aumento aparente da DMO, nos ensaios
realizados, foi capaz de impedir as alteracbes impostas pela sacarose, como pode
ser observado pela histomorfometria.

Esses efeitos podem ser resultantes da menor concentracdo plasmatica
de leptina nesses animais, em relacdo inclusive ao grupo controle. Além das ja
discutidas acbes dos chas no metabolismo lipidico relacionadas a leptina, outros
mecanismos podem estar implicados na modificacdo da estrutura 6ssea nesses
animais.

Os efeitos dos chas de C. sinensis e seus bioativos na formacéo éssea
envolvem também mecanismos diretos. Estudos in vitro, mostram que os GTP do
cha verde promovem elevagcdo dos niveis Runx2, em cultura de células
mesenquimais, estimulando a diferenciacdo osteoblastica em estégios inicias (CHEN
et al., 2005). Em relacdo a acdo dos polifenéis em linhagem de células
osteoblasticas humanas maduras SAOS-2 (“Sarcoma Osteogenic”) observa-se que a
inibicdo de Runx2 nos estagios finais da formacdo 6ssea (VALI et al., 2007),
favorece a mineralizacdo da matriz 6ssea (SCHROEDER, et al., 2005).

Outro mecanismo de acdo dos chas em células 6sseas envolve a inibicao
da osteoclastogénese, vista por Lin e colaboradores (2009) em estudo com células
pré-osteoclasticas. Os autores concluiram que a acao da EGCG esta relacionada a
inibicdo da via Rank-RankL.
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Além das acdes ja citadas, a acdo antioxidante dos polifenéis encontrados
no cha verde, principalmente das catequinas, é altamente benéfica para a salde
O0ssea, como comprovado em estudo realizado com ratas intactas e
ovarectomizadas (SHEN et al., 2008), através do aumento da atividade da enzima
glutationa peroxidase. O estresse oxidativo promove apoptose de osteoblastos e
ostedcitos, reduzindo a formacdo 6ssea, por inibicdo da via WhntB/catequina
(MANOLAGAS, 2008).

Outro estudo (SHEN et al., 2010a) demonstrou ainda que a melhora na
qualidade G6ssea ap6s a administracdo de GTP também esta relacionada a reducéo
de mediadores inflamatérios, como TNF-a (Fator de Necrose Tumoral a), que
aumenta a reabsorcéo 6ssea por ativacdo da diferenciacao e atividade osteoclastica,
inibindo a atividade e a apoptose osteoblastica (BALGA et al., 2006).

Mudancas na microarquitetura 6ssea podem resultar em variacdes na
resisténcia as fraturas (SEEMAN, 2008). Os ensaios biomecéanicos nao
evidenciaram alteracdes na forca maxima em respota ao tratamento com a sacarose
neste trabalho, como evidenciado anteriormente (TSANZI et al., 2008). Porém outros
autores relataram efeitos negativos do tratamento com carboidratos na forca
(ZERNICK et al., 1995; LIE et al., 1990; LORINCZ et al., 2009). A diferenca nos
resultados pode estar relacionada ao tempo de tratamento, idade dos animais,
concentracdo e tipos de carboidratos e ainda a associacdo de elevados niveis
lipidicos na dieta. Neste trabalho foi verificada ainda reducao da rigidez nos animais
tratados com sacarose, corroborando achados de Lorincz e colaboradores (2009),
em estudo utilizando elevadas concentracbes de carboidratos e lipideos no
tratamento dos animais, e de Tsanzil e colaboradores (2008) com animais jovens
tratados com diversos tipos de carboidratos.

Nao se pode deixar de ressaltar o aumento de massa 0ssea verificado
nos animais normais tratados com os chas verde e branco, que pode ser resultante
da interacdo dos diferentes mecanismos através dos quais o0s bioativos dessas
bebidas modificam o metabolismo 6sseo. Nesses animais foi ainda verificado
aumento da rigidez, embora outros pardmetros dos ensaios biomecanicos nao
tenham sido modificados. As andlises histomorfométricas indicam que a maior
rigidez possa estar associada ao aumento da porcentagem de 0sso trabecular, e
ainda ao aumento da espessura das trabéculas e conectividade. Esses achados

evidenciam a necessidade de estudos a longo prazo com animais jovens e chas de
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C. sinensis, uma vez que as alteracbes foram observadas em relagcdo ao 0sso na

sua condicéo de normalidade (grupo controle).
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5 CONCLUSAO

O tratamento com sacarose 30% (p/v) por 8 semanas reduziu a qualidade
O0ssea e promoveu alteracbes no metabolismo lipidico e energético. Ndo houve
diferenca entre os chas nos parametros investigados. A administracédo do cha verde
ou branco nas concentracdes escolhidas, foi efetiva em controlar as concentracdes
lipidicas no plasma, bem como minimizar as agdes indesejaveis do consumo
excessivo de carboidratos na estrutura 6ssea. O consumo de chas de C. sinensis
por animais jovens nado obesos deve ser visto com cautela, sendo necessario um
estudo a longo prazo que comprove a seguranca em relacdo a qualidade e ao

crescimento 0sseo.
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