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RESUMO: O cha verde (Camellia sinensis) ¢ uma bebida, bastante consumida pelos orientais, cuja composi¢do apresenta as catequinas,
polifendis que possuem atividade antioxidante, quimioprotetora, antiinflamatoria e anti-carcinogénica. Varios estudos tém demonstrado
que o cha verde pode prevenir varias doengas associadas ao estresse oxidativo, tais como o cancer, doengas cardiovasculares e neurodege-
nerativas. Estes efeitos benéficos dependerdo da quantidade de ché consumida e da biodisponibilidade das catequinas. O objetivo deste es-
tudo foi avaliar a agdo do extrato do cha verde (ECV) na inibicdo da hemolise oxidativa induzida pelo 2,2 azobis amidinopropano (AAPH).
Este composto ¢ um gerador de radicais livres que, a 37°C e ao abrigo da luz, gera radicais do tipo peroxil a uma taxa constante. Hemacias
humanas de doadores saudéveis foram submetidas 8 AAPH e ao extrato de cha verde em diferentes concentragdes. Os resultados indicam
que o ché verde, na concentragdo de 0,54 mg/MI, é um 6timo antioxidante e anti-hemolitico, inibindo em 81,6% a hemolise oxidativa de
hemacias tratadas com AAPH. A a¢ao antioxidante durou até 5 horas ap6s a exposi¢ao das hemacias aos radicais livres gerados pelo AAPH,
sendo que o cha verde, por si s0, ndo levou a nenhuma lesao as hemacias. Nossos dados demonstram, pela primeira vez, que o cha verde
pode inibir a hemolise oxidativa de eritrocitos humanos. Ensaios clinicos sdo necessarios para investigar os possiveis beneficios do uso do
cha verde como adjuvante terapéutico em doengas hemoliticas que envolvam a acdo de radicais livres.

PALAVRAS-CHAVE: Camellia sinensis; Cha verde; Estresse oxidativo; Hemolise.

OXIDATIVE STRESS IN ERYTHROCYTES SUBMITTED TO 2,2-AZOBIS AMIDINOPROPANE (AAPH): ANTIOXIDANT
EFFECT AND ANTI-HEMOLYTIC EFFECTS OF GREEN TEA (Camellia sinensis)

ABSTRACT: Green tea (Camellia sinensis) is one of the most often consumed drinks by the Oriental and its components such as Cathe-
chin, Polyphenols have antioxidant, chemoprotective, anti-inflammatory and anti-carcinogenic activities. Several studies have demonstra-
ted that green tea is capable of preventing diseases associated with oxidative stress, such as cancer, cardiovascular and neurodegenerative
diseases. These beneficial effects will depend on the quantity of green tea consumed and the bioavailability of the cathechins. The aim of
this study was to assess the effect of the green tea extract (GTE) on the inhibition of oxidant hemolysis induced by 2.2 azobis amidinopro-
pane (AAPH). This component generates free radicals which, at 37°C and daylight sheltered, may generate the type of radical called peroxil
at a fairly constant rate. Red blood cells from healthy donors were submitted to the AAPH and to the green tea extract at different levels of
concentration. The results indicated that in a concentration of 0.54 mg/mL works as an excellent antioxidant inhibiting 81.6 % of hemolysis
in red blood cells with AAPH. The antioxidant activity lasted for 5 hours after exposing red blood cells to the free-radical generated by
AAPH, and it must be said that green tea alone did not cause any lesion to red blood cells. It is the first time that our data shows that green
tea may inhibit oxidant hemolysis in human erythrocyte. Clinical trials are necessary in order to find out the possible benefits of the use of
green tea as a therapeutical adjuvant for hemolytic diseases involving the action of the free-radicals.

KEYWORDS: Camellia sinensis; Green tea; Oxidative stress; Hemolysis.

Introducao

O cha verde é uma bebida bastante consumi-
da pelos orientais e ¢ obtido por infusdo das folhas da
planta Camellia sinensis. Este cha ¢ muito rico em po-
lifenois chamados de catequinas, os quais sdo os princi-
pais componentes terapéuticos desta bebida.

O cha verde ¢ constituido, em média, por 45%
de polifendis. Aproximadamente 26% dos compostos
sdo catequinas, dos quais 11% sdo formados por 3-ga-
lato epigalocatequina (EGCG), 10% de epigalocatequi-
na (EGC), 2% de 3-galato epicatequina (ECG), 2,5%
epicatequina (EC) e 15% de polifendis ndo identifica-
dos. Dentre estas substancias, a EGCG parece exercer
a mais pronunciada acdo antioxidante. O potencial
antioxidante das catequinas em ordem decrescente €:

EGCG =ECG > EGC = EC (RICE-EVANS; MILLER;
PAGANGA, 1996).

As catequinas possuem importante acao antio-
xidante, quimioprotetora, anticancerigena, antiinflama-
toria, além da capacidade de se complexar com lipo-
proteinas e peptideos. Como o cha verde ¢ constituido
por folhas in natura, ele contém maior concentragao
de antioxidantes, se comparado aos chas fermentados
como o oolong e o chéd preto (VINSON; TEUFEL;
WU, 2004).

Nos ultimos dez anos, varios pesquisadores t€ém
demonstrado crescente interesse nas catequinas do cha
verde. Isso se deve principalmente a sua grande abun-
dancia na natureza, as suas propriedades antioxidantes
e seu provavel papel na prevencdo de varias doencas
associadas ao estresse oxidativo. No entanto, os efeitos
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benéficos destas substancias dependem da quantidade
consumida no cha e de sua biodisponibilidade no orga-
nismo (MANACH et al., 2004).

Cai et al. (2002), testaram a a¢ao do cha ver-
de frente ao composto 2,2-azobis amidinopropano
dihidroclorido (AAPH). O AAPH ¢ um azo composto
hidrossoluvel, o qual, em processo temperatura-depen-
dente, gera radicais 2-amidinopropil (C-radical) que,
na presenga de O,, ird reagir e formar radicais peroxil
(CELEDON etal.,2001). Estes radicais agem causando
lipoperoxida¢ao nos microssomos de figado de ratos,
pois possuem alto grau de acidos graxos poliinsatura-
dos (PUFA) na sua constitui¢do. Neste experimento o
cha mostrou ser eficaz na inibi¢do da lipoperoxidacao
causada pelo AAPH, atuando como um potente remo-
vedor de radicais livres. Yokozawa et al. (2000) realiza-
ram ensaios para testar a atividade antioxidante do cha
frente a0 AAPH em culturas de células epiteliais renais
(LLC-PK1), obtendo resultados promissores.

A membrana eritrocitaria ¢ ricamente compos-
ta de PUFA, o que a torna muito susceptivel ao ataque
de radicais livres e por isso ¢ um bom modelo expe-
rimental para o estudo da lesdo oxidativa. A agdo dos
radicais livres nos eritrocitos pode levar a uma série de
alteragdes, como formacgao de lipoperoxidos, reducao
da deformabilidade, mudangas na morfologia, ligacao
cruzada e fragmentagdo de proteinas, hemolise e altera-
¢Oes no metabolismo intracelular (BEGUM; TERAO,
2002; SATO et al., 1995; SADHU; WARE; GRISHAN,
1992).

Sato et al. (1995) e posteriormente Simao et al.
(2005) realizaram estudos para avaliar a acdo dos radi-
cais livres gerados pelo AAPH sobre a membrana de
hemacias humanas. Os radicais gerados pelo AAPH le-
vam a lipoperoxidacdo da membrana da hemadcia, sen-
do capaz de causar hemolise oxidativa em eritrdcitos.
Simao et al. (2005) demonstraram a atividade antioxi-
dante e anti-hemolitica da genisteina, uma isoflavona
da soja, usando este modelo de hemolise peroxidativa.

Nao ¢ de nosso conhecimento, até o presen-
te momento, qualquer estudo que tenha investigado a
atividade anti-hemolitica do cha verde em eritrocitos
humanos. O objetivo deste estudo foi avaliar se o cha
verde ¢ capaz de inibir a hemolise oxidativa promovida
pelo AAPH.

Material e Métodos
DETERMINACAO DE HEMOLISE

Eritrocitos humanos foram obtidos de doado-
res saudaveis, que nao faziam uso de medicamentos e/
ou suplementos vitaminicos que pudessem interferir
no estresse oxidativo. Foi preparada uma suspensao de
eritrocitos 1% em tampao fosfato de potassio 10 mM
pH 7.4, utilizando eritrécitos recém-colhidos, e esta foi
incubada com AAPH em diferentes concentragoes (3
mM, 5 mM, 10 mM e 15 mM) a 37°C com agitacdo
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constante entre 0 a 6 horas. O grau de hemolise (%)
foi determinado pela medida da absorvéncia a 540nm
(SIMAO et al., 2005).

Preparo do Extrato das Folhas de Camellia sinensis

O extrato etanolico de cha verde (ECV) foi pre-
parado a partir da infus@o de folhas secas de C. sinensis,
adquiridas da Quimer Ervas Medicinais. O extrato foi
filtrado e concentrado em rota vapor, utilizando-se o
ECV em diferentes concentragdes para os varios testes
realizados. O extrato etanolico de cha verde (ECV) foi
dissolvido em solug@o tampao fosfato de K* monoba-
sico 10mM contendo NaCl 0,9% em pH de 7,4 para
obten¢do de concentragdo final de 27mg/mL.

Avaliacio da Atividade Anti-hemolitica do Cha ver-
de

A solucdo do extrato etanolico de cha verde foi
centrifugada por 5 minutos a 2.000 rpm e utilizou-se
o sobrenadante para o teste. Foram preparadas quatro
suspensodes de eritrocitos a 1% e cada uma delas foi
submetida a uma concentragdo diferente de cha verde.
O primeiro sistema hemolitico continha suspensdo de
eritrocitos a 1% submetida a AAPH 5 mM. O segundo
sistema hemolitico foi constituido da mesma forma, s6
que foi acrescido de 600uL de ECV (conc. final 0,54
mg/mL). O terceiro sistema hemolitico foi constituido
de suspensdo de eritrocitos 1% a acrescida de 600uL
de ECV (conc. final 0,54 mg/mL) e o quarto apenas de
suspensdo de eritrocitos 1%. Os sistemas ficaram em
banho-maria a 37°C, com agitacdo constante de 100
rpm. Uma aliquota de 3mL foi retirada a cada hora, du-
rante 6 horas, transferida para um banho de gelo por 10
minutos para parar a reagdo do AAPH e posteriormen-
te centrifugadas por 5 minutos a 2000rpm. O sobrena-
dante foi retirado para leitura de hemolise em 540nm
(espectrofotometro Varian 634 S). O controle de 100%
de hemolise foi preparado com 25 pl de papa de hema-
cias em 9,975 mL de agua destilada e incubado por 10
min. no banho-maria a 37 °C (LENFANT et al., 2000;
ZHANG et al., 1997).

Curva Dose Resposta da Atividade Anti-hemolitica
do Cha verde

Foram utilizados seis sistemas para as analises.
O primeiro continha suspensao de eritrocitos a 1% em
AAPH 5 mM. Do segundo até o sexto sistema, foi fei-
to 0 mesmo sistema mas acrescido de doses crescentes
de ECV em cada um deles (0,09 mg/mL, 0,18 mg/mL,
0,36 mg/mL, 0,54 mg/mL, 0,72 mg/mL na solugao). Os
frascos foram incubados em banho-maria a 37°C, com
agitacdo constante de 100 rpm por 6 horas. Apds este
periodo, uma aliquota de 3 mL de cada frasco foi retira-
da e a hemolise foi lida a 540 nm.
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Analise Estatistica

As andlises estdo apresentadas como média e o
erro padrdo da média (SE). Empregando-se programa
de analise estatistica computadorizada STATISTICA
6.0 (STAT SOFT), a comparagao entre os grupos foi
realizada pela andlise de varidancia (ANOVA), Teste T-
Student e Teste de Tukey. Todas as conclusdes estatisti-
cas foram efetuadas em nivel de 5% de significancia.

Resultados

Ahemolise ocasionada pelo AAPH demonstrou
ser diretamente dependente do tempo e da concentragdo
deste composto (figura 1). Para a realizagao dos expe-
rimentos com cha verde foi utilizado o sistema hemo-
litico contendo 5SmM de AAPH, porque se conseguiu
obter nesta concentragdo ainda uma boa quantidade de
hemadcias integras.
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Figura 1: Curva de hemolise de hemacias submetidas a es-
tresse oxidativo por AAPH. A suspensdo de hemacias a 1%
foi incubada com AAPH em diferentes concentragdes por até
6 horas em banho-maria 37°C, ao abrigo da luz e com agita-
¢ao constante.

A figura 2 demonstra a atividade anti-hemoliti-
ca do cha verde em diferentes concentragdes. A con-
centracdo de 0,18 mg/mL de ECV foi capaz de inibir
70,3% da hemolise, a de 0,36 mg/mL inibiu 74,3%, a
de 0,54 mg/mL inibiu 81,6% e finalmente 0,72 mg/mL
inibiu 89,3% da hemolise causada pelo AAPH. Dentre
as concentragdes citadas, a concentracdo de 0,54 mg/
mL, capaz de inibir 81,6% da hemolise, foi escolhida
para a realizagdo da curva de tempo.

O extrato etandlico do ECV inibe a hemolise
induzida pelo AAPH de maneira tempo-dependente.
A presenca de AAPH 5 mM por 6 horas foi capaz de
causar aproximadamente 60% de hemolise dos eritro-
citos. A suspensao de hemadcias na auséncia de AAPH
ou apenas na presenca de EVC apresentou hemolise de
16,7% e 6,3% respectivamente, apds 6 horas de incu-
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bacao (figura 3).
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Figura 2: Atividade anti-hemolitica do ECV em diferentes
concentragdes em eritrocitos submetidos a AAPH. A suspen-
sdo de eritrocitos a 1% foi submetida a AAPH 5 mM por 6
horas e com diferentes concentragdes de ECV. Os resultados
foram expressos como média + erro padrao. ** p<0,01 com-
parado ao controle (0.00 de ECV).
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Figura 3: Atividade anti-hemolitica tempo-dependente do
ECV em eritrocitos submetidos a8 AAPH. Os resultados fo-
ram expressos como média + erro padrao.

** p<0,01 (comparagdo entre AAPH e AAPH + ECV).

Discussio

O uso do cha verde remonta a séculos e ¢ uma
das bebidas mais consumidas e de facil aceitagdo no
mundo todo. Mas foi somente hd poucos anos que o cha
se tornou um objeto de estudo da comunidade cientifica
mundial, sendo seu consumo associado a varios bene-
ficios a saude.

O ECV demonstrou ser um potente inibidor da
hemolise oxidativa causada pelo AAPH. A a¢do anti-
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hemolitica das varias concentragdes foram muito proxi-
mas. Este fato corrobora com o uso didrio do chd como
um agente antioxidante, mesmo em pequenas doses.

As catequinas exercem sua agdo antioxidante,
removendo radicais livres e quelando metais. Nos ulti-
mos dez anos, varios pesquisadores t€ém demonstrado
interesse crescente nas catequinas do cha verde. Isso se
deve principalmente & sua grande abundancia na natu-
reza, as suas propriedades antioxidantes e seu provavel
papel na prevencao de varias doengas associadas ao
estresse oxidativo, Os efeitos benéficos destas substan-
cias dependem da quantidade consumida no cha e de
sua biodisponibilidade no organismo (MANACH et al.,
2004).

Para comprovar a agdo antioxidante das cate-
quinas, Cai et al. (2002) testaram a ag¢@o do cha verde
frente a0 composto 2,2-azobis amidinopropano dihi-
droclorido (AAPH), que gera radicais livres do tipo
peroxil. Estes radicais agem causando lipoperoxidagao
nos microssomos de figado de ratos, pois 0s microsso-
mos possuem alto grau de acidos graxos poliinsatura-
dos na sua constitui¢ao. Neste experimento o cha mos-
trou ser eficaz na inibi¢ao da lipoperoxidacao causada
pelo AAPH, atuando como um potente removedor de
radicais livres.

O AAPH ¢ um azo composto capaz de gerar
radicais livres a 37°C. Os radicais gerados pelo AAPH
levam a lipoperoxidagdo da membrana da hemacia e,
com isso, lesdo celular, com liberacdo de hemoglobina
e destrui¢ao da célula, demonstrando que o AAPH gera
radicais capazes de causar hemolise (SATO et al., 1995;
SIMAO et al., 2005).

Yokozawa et al. (2000) realizaram ensaios para
testar a atividade antioxidante do cha frente ao AAPH
em culturas de células epiteliais renais (LLC-PK1), ob-
tendo resultados promissores. Skrzydlewsa et al. (2002)
também realizaram um estudo in vitro para confirmar
a acdo antioxidante das catequinas, utilizando um ge-
rador de radicais livres para causar lesdo ¢ quebra do
DNA. As catequinas foram capazes de proteger o DNA
da acdo dos radicais livres e a EGCG foi o composto
mais efetivo. Yanagimoto et al. (2003) demonstraram
que a atividade inibitdria do cha era dose dependente.

Saffari e Sadrzadeh (2004) investigaram a capa-
cidade antioxidante do EGCG, frente ao AAPH, usando
membranas de eritrocitos humanos como substrato para
areacdo. A extensdo de dano oxidativo nas membranas
foi avaliada medindo a peroxidacdo de lipidio, pelo mé-
todo do acido Tiobarbiturico (TBARS) e atividade da
bomba de Na/K ATPases dependentes. A EGCG inibiu
a peroxidacdo de lipidio nas membranas dos eritrocitos
e protegeu a bomba de Na/K ATPases dependentes con-
tra o dano induzido pelo AAPH.

Nossos dados demonstram a agdo antioxidan-
te e anti-hemolitica do cha verde em hemacias huma-
nas. O ECV demonstrou claramente inibir a hemdlise
oxidativa causada pelo AAPH, sendo capaz de inibir
em 70% a hemodlise, mesmo na menor concentracao
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(0,09 mg/mL) utilizada. Isso colabora para o uso po-
pular do cha, mesmo em pequenas doses, como um an-
tioxidante. Também se pode observar que a agdo das
varias concentragcOes ¢ muito semelhante entre si. Esta
semelhanga pode ser conseqiiéncia da capacidade das
catequinas de formarem polimeros em solucdes. Isso
ocorre devido a liberagdo de ions hidrogénio (H") das
catequinas para estabilizar os radicais livres, possibi-
litando a ligacao desta catequina com outra catequina,
formando um polimero. Outra explicagdo possivel ¢ a
formagao de pontes de hidrogénio entre as catequinas,
diminuindo sua disponibilidade e ag@o antioxidante
(CATetal., 2002).

Nossos resultados confirmam os achados de
Zhang et al. (1997), que, utilizando hemacias de ra-
tos, também observou a inibicdo da hemolise pelo cha
verde frente a acdo do AAPH. As hemacias de animais
tratados com cha verde foram mais resistentes a acéo
do AAPH que as hemadcias dos ratos nao tratados. O
ECV pode proteger as hemacias da acdo do AAPH,
através dos possiveis mecanismos: estabilizando os ra-
dicais formados pelo AAPH doando H; interacdo das
catequinas com a membrana lipoprotéica; estabilizando
esta membrana, diminuindo seus poros ¢ a liberacao da
hemoglobina; agindo como quelantes de ferro liberado
pela hemolise, inibindo uma propagacdo da acdo dos
radicais livres pela reagdo de Fenton (KUMAZAWA et
al., 2004). A quimioterapia do céncer ¢ uma situagdo
bastante comum nos dias de hoje e que pode causar
anemia hemolitica, induzida pelo estresse oxidativo.

A suspensao de ECV, isoladamente, ndo provo-
cou nenhuma hemolise, durante a incubacao, se com-
parada com o resultado de hemolise provocada pela
acdo do tampao no quarto grupo. Segundo Elbling et
al. (2005), ha evidéncia de que os componentes do cha
verde em solucdo podem gerar espontaneamente pero-
xido de hidrogénio (H,0,), que podem lesar as mem-
branas celulares. Entretanto, nossos dados demonstram
que o sistema com ECV nao gerou lesdo aos eritrocitos.
No presente estudo, diferentemente do proposto por El-
bling, ndo foi observada hemolise pronunciada (6,2%)
na presenca do ECV pela a¢do de H,0, gerado de ma-
neira espontanea pelas catequinas do chad verde. Ao
contrario, estas catequinas estabilizaram as membranas
das hemacias em contato com o tampao, uma vez que
no sistema apenas com a suspensao de eritrocitos a 1%
a hemolise foi ainda maior (16,8%) do que com a pre-
senga do ECV.

Conclusao

Este estudo é o primeiro a avaliar os efeitos do
cha verde em eritrocitos humanos submetidos a estresse
oxidativo. Nossos resultados demonstram que 0 ECV ¢
um importante e potente inibidor da hemolise oxidativa
in vitro. Apesar de os dados obtidos colaborarem para a
utilizagdao do cha como um agente protetor importante,
novos estudos clinicos e experimentais sao necessarios
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para elucidar os mecanismos envolvidos nestes proces-
sos. O consumo de cha verde pode ser um promissor
adjuvante no tratamento de doencas hemoliticas, doen-
cas cronicas ¢ na quimioterapia de cancer, em que pode
ocorrer hemolise oxidativa.
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