
FUNDAÇÃO UNIVERSIDADE FEDERAL DO PAMPA 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM CIÊNCIA ANIMAL 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

PAPEL PROTETOR DOS CHÁS PROVENIENTES 

DA CAMELLIA SINENSIS SOBRE ATIVIDADE DA 

ENZIMA δ-ALA-D DE TECIDO OVARIANO 

INIBIDA PELO CÁDMIO 

 

 

 

 

 
DISSERTAÇÃO DE MESTRADO 

 

 

 

 
 

Melina Bucco Soares 
 

 

 

 

 
Uruguaiana, RS, Brasil 

2014 



MELINA BUCCO SOARES 

 

 

 

 

 

PAPEL PROTETOR DOS CHÁS PROVENIENTES DA CAMELLIA 

SINENSIS SOBRE ATIVIDADE DA ENZIMA δ-ALA-D DE TECIDO 

OVARIANO INIBIDA PELO CÁDMIO 

 

 

 

 

Dissertação apresentada ao programa de 
Pós-Graduação Stricto sensu em Ciência 

Animal da Universidade Federal do Pampa, 
como requisito parcial para obtenção do 
Título de Mestre em Ciência Animal. 

 

Orientadora: Profa. Dra. Francielli Weber 

Santos Cibin 

 

 

 

 

 

 

 

Uruguaiana 

2014 

 



MELINA BUCCO SOARES  

 

 

PAPEL PROTETOR DOS CHÁS PROVENIENTES DA CAMELLIA SINENSIS 

SOBRE ATIVIDADE DA ENZIMA δ-ALA-D DE TECIDO OVARIANO 

INIBIDA PELO CÁDMIO 

 

 

 

Dissertação apresentada ao Programa de 
Pós-graduação Stricto Sensu em Ciência 
Animal da Universidade Federal do Pampa, 

como requisito parcial para obtenção do 
Título de Mestre em Ciência Animal. 

 
Área de concentração: Reprodução Animal. 
 

 

 

 

Dissertação defendida e aprovada em: 22 de fevereiro de 2014. 
Banca examinadora: 

 
 
 

 
_______________________________________________________ 

Profa. Dra.Francielli Weber Santos Cibin 
Orientadora 

(UNIPAMPA) 

 
_______________________________________________________ 

Profa. DraSimone Noremberg 
(UNIPAMPA) 

 

 
_______________________________________________________ 

Profa. DraMarina Prigol 
(UNIPAMPA)



IV 
 

 

AGRADECIMENTO 

 

Primeiramente, gostaria de agradecer aos meus pais, Paulo e Izabel, e meu 

irmão, Pablo, por todo suporte emocional, pelo carinho, pelos telefonemas, por 

acreditarem em mim e tornar esse sonho realidade. Mais uma etapa que está sendo 

concluída e tudo devo a vocês. 

A minha mãe científica, orientadora e amiga, Francielli, por todo apoio, carinho 

incentivo, paciência. Fran, tu me ensinou mais que ser uma pesquisadora, me ensinou a 

ser uma pessoa melhor, por todos os exemplos que me deu.  

Agradecer ao Biotech, pela ajuda, pelas risadas e pelo companheirismo. Mais 

que um laboratório eficiente, é uma família. Aos mais novos Amanda, Gabriel, Flávio, 

Natasha, Suzi, Mariane, Poty, Duda que estão sempre prontos para qualquer coisa. 

Como também aos de mais longo tempo, Cris (por tantas ajudas, socorros prestados, 

caronas... sempre pronto para ajudar), Laura e Aryele. 

Laurinha e Ary! Gurias, começamos juntas essa jornada, vencemos, aprendemos, 

erramos juntas (mais aprendizagem que erros). Tenho certeza que a pesquisa nos uniu e 

fortaleceu nossa amizade. Muito obrigada por tudo! 

Ao Vine, pelo incentivo, pelo carinho, amor e por sempre me apoiar, mesmo que 

isso significasse minha ausência e minhas loucuras (Obrigada também por cuidar do 

Joey). A família Silva que se tornou minha família emprestada de Uruguaiana. Obrigada 

pelo apoio de todos, e claro, pelos churrascos e cervejadas.  

Agradecer imensamente a Deus, por esse sonho realizado, por todas as 

conquistas que obtive e pelas pessoas que estiveram e estão no meu caminho.  

 

 

 

MUITO OBRIGADA! 

 

 

 

 



V 
 

RESUMO 
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PAPEL PROTETOR DOS CHÁS PROVENIENTES DA CAMELLIA SINENSIS 

SOBRE ATIVIDADE DA ENZIMA δ-ALA-D DE TECIDO OVARIANO 

INIBIDA PELO CÁDMIO 

AUTOR: Melina Bucco Soares 
ORIENTADORA: Francielli Weber Santos Cibin 

Data e Local da Defesa: 22 de fevereiro de 2014, Uruguaiana. 
 

A δ-Aminolevulinato desidratase (δ-ALA-D) é uma enzima tiólica que catalisa uma das 

reações iniciais da biossíntese do heme. Essa enzima é considerada um marcador 

proteico de intoxicação com metais. O cádmio é um dos poluentes tóxicos, amplamente 

distribuído no meio ambiente, sendo que a exposição humana resulta principalmente da 

fumaça do cigarro, da poluição do ar e do consumo de alimentos e água contaminados 

pelo metal. O cádmio apresenta uma baixa taxa de excreção no organismo e um elevado 

tempo de meia-vida biológico e por esta razão, se acumula no sangue, rins e fígado, bem 

como nos órgãos reprodutivos, incluindo o ovário. A patogênese do dano ovariano e a 

redução da viabilidade folicular após exposição ao cádmio tem sido associada a danos 

oxidativos. Assim, compostos antioxidantes poderiam ser uma terapia alternativa frente 

a toxicidade do cádmio. O presente estudo avalia o efeito protetor da Camellia 

sinensis (chás verde, branco e vermelho) sobre a inibição da atividade da δ-ALA-D 

ovariana induzida pelo cádmio in vitro (ovário bovino) e ex vivo (ovário de 

camundonga). O efeito do cloreto de cádmio (IC50, 20µM), das infusões de chás (0,07 – 

10 mg/mL) e das catequinas isoladamente –epicatequina (EC), epigalocatequina (EGC), 

epicatequina galato (ECG), epigalocatequina galato (EGCG) - foram avaliadas sobre a 

atividade da δ-ALA-D de ovário bovino (in vitro). Além disso, a composição das 

infusões de chá foi avaliada por HPLC (Cromatografia Líquida de Alta Eficiência) em 

um ensaio quantitativo de catequinas, alcalóides purina e ácido gálico, bem como o 

conteúdo de polifenóis totais.  Os chás verde e branco nas maiores concentrações 

estudadas restauraram a atividade da δ-ALA-D inibida pelo cádmio enquanto o chá 

vermelho não apresentou efeito in vitro. O chá verde apresenta maior quantidadede 

conteúdo fenólico (757,24 µg EAG/mL) bem como de catequinas (EGCG = 205,64 

µg/mL, EC = 84,59 µg/mL, EGC = 75,53 µg/mL, ECG = 64,73 µg/mL) comparado 
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com o chá branco (499,37 µg EAG/mL) (EGCG = 105,57 µg/mL, EC = 54,73 µg/mL, 

EGC = 81,96 µg/mL, ECG = 34,25 µg/mL) e com o chá vermelho (272,39 µg 

EAG/mL) (só foi detectado ECG= 1,36 µg/mL). Nenhuma das catequinas testadas 

isoladamente foi eficaz em restaurar a atividade da enzima inibida pelo cádmio. Para os 

experimentos ex vivo, camundongas receberam uma única administração nas doses de 

2,5 mg/kg e 5 mg/kg de CdCl2 por via intraperitoneal e chá verde (250 mg/kg) 

administrado via oral. Verificou-se que a exposição aguda ao cádmio nas doses de 2,5 e 

5 mg/Kg  inibiu (cerca de 26% e 33%, respectivamente) a atividade da enzima  δ-ALA-

D de ovário de camundongas e o chá verde foi capaz de restaurar essa inibição. O maior 

efeito do chá verde observado in vitro, bem como o papel protetor apresentado no 

estudo ex vivo, poderia ser atribuído ao maior teor de fenóis, mas não de catequinas. Na 

verdade, as catequinas não foram capazes de restaurar a atividade da enzima inibida por 

cádmio, demonstrando que estes compostos não são os principais componentes 

responsáveis pelo efeito benéfico do chá verde observada neste estudo. Esse estudo 

demonstrou a eficácia do chá verde em restaurar a atividade da δ-ALA-D inibida pelo 

cádmio em tecido ovariano. 

 

Palavras-chave: Cádmio, δ-ALA-D, Ovário, Camellia sinensis, Catequinas.  
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δ-aminolevulinate dehydratase (δ-ALA-D) is a thiol enzyme that catalyzes one of the 

initial reactions of heme biosynthesis. This enzyme is considered a marker protein for 

metal poisoning. Cadmium is a toxic pollutant, widely distributed in the environment, 

and human exposure results mainly from cigarette smoke, air pollution and 

consumption of food and water contaminated by the metal. Cadmium has a low 

excretion rate of the organism and high biological ha lf- life and for this reason it 

accumulates in the blood, kidney and liver as well as on reproductive organs including 

the ovaries. The pathogenesis of ovarian follicular damage and reduction of viability 

after exposure to cadmium has been associated with oxidative damage. Thus, 

antioxidant compounds may be an alternative therapy against cadmium toxicity. The 

present study evaluates the protective effect of Camellia sinensis (green, white and red 

teas) on the inhibition of ovarian δ-ALA-D activity induced by cadmium in vitro and ex 

vivo. The effect of cadmium chloride (IC50 20μM), tea infusions (0.07 to 10 mg/ml) and 

individual catechins – epicatechin (EC), epigallocatechin (EGC), epicatechin gallate 

(ECG), epigallocatechin gallate (EGCG) - were evaluated on bovine ovaries δ-ALA-D 

activity (in vitro). Furthermore, the composition of tea infusions was measured on a 

HPLC quantitative assay of catechins, gallic acid and purine alkaloids, and the content 

of total polyphenols was measured by Folin–Ciocalteu method. The green and white 

teas, at the highest concentrations studied, restored the δ-ALA-D activity inhibited by 

cadmium while red tea had no effect in vitro. Green tea has higher amount of phenolic 

content ( 757.24 mg GAE/mL ) and catechins (EGCG = 205.64 µg/mL; EC = 84.59 

µg/mL; EGC = 75.53 µg/mL; ECG = 64.73 µg/mL) compared with white tea ( 499.37 

mg GAE/mL ) (EGCG = 105.57 µg/mL; EC = 54.73 µg/mL; EGC = 81.96 µg/mL; ECG 

= 34.25 µg/mL) and red tea (272.39 mg GAE/mL) ( only detected ECG = 1.36 µg/mL). 
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None of the tested catechins alone was effective in restoring the enzyme activity 

inhibited by cadmium. For the ex vivo experiments, mice received a single 

administration of CdCl2, at doses of 2.5 mg/kg and 5 mg/kg intraperitoneally, and green 

tea (250 mg/kg) administered orally. We found that acute exposure to cadmium at doses 

of 2.5 and 5 mg/kg inhibited (about 26% and 33%, respectively) δ-ALA-D activity of 

mice ovaries, and green tea was able to restore this inhibition. The greater effect 

observed in vitro by green tea as well as the protective role presented at the ex vivo 

study, could be attributed to the higher phenols content, but not catechins. In fact, the 

catechins were not able to restore the enzyme activity inhibited by cadmium, 

demonstrating that these compounds are not the key components responsible for the 

beneficial effect of green tea observed in this study. This study demonstrated the 

effectiveness of green tea in restoring the δ-ALA-D activity inhibited by cadmium in 

ovarian tissue. 

 

 
Key-words : Cadmium, δ-ALA-D, Ovary, Camellia sinensis, Catechins. 
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1 INTRODUÇÃO 

 
 

A -aminolevulinato desidratase (-ALA-D) é uma metaloenzima que requer 

íons zinco para sua atividade catalítica máxima (Jaffe et al., 1995). Esta enzima catalisa 

a condensação assimétrica de duas moléculas do ácido -aminolevulínico (-ALA), 

formando o porfobilinogênio, em um dos passos iniciais da biossíntese do heme 

(Gibson et al., 1955, Jaffe, 1995; Layer et al., 2010; Lawrence et al., 2011; Jaffe e 

Lawrence, 2012). A inibição desta enzima pode prejudicar a rota biossintética do heme 

resultando em consequências patológicas (Sassa, 1989; Goering, 1993, Farina et al., 

2003b; Valentini et al., 2008) e no acúmulo do substrato ALA (ácido aminolevulínico) 

no sangue, o qual pode estar relacionado com a produção de espécies ativas de oxigênio 

(Bechara et al., 1993). Além disso, tem sido demonstrado que a oxidação do ALA, in 

vitro, pode provocar lipoperoxidação, liberação de ferro da ferritina (Oteiza et al., 

1994), lesões no DNA e inibição da adenilato ciclase cerebral (Emanuelli et al., 2001).  

A -ALA-D é uma enzima sulfidrílica e diversos metais tais como o mercúrio 

(Rocha et al., 1995; Peixoto et al., 2007), o chumbo (Goering, 1993; Wang et al., 2011), 

o cádmio (Santos et al., 2005a; 2005b; Luchese et al., 2007; Brandão et al., 2009, 2010),  

assim como outros compostos capazes de oxidar os grupos sulfidrílicos da enzima 

podem modificar sua atividade (Emanuelli et al., 1996; Flora et al., 2002). Dessa forma, 

(Rocha et al., 2012)  

De todos os metais tóxicos encontrados no ambiente e utilizados 

industrialmente, o cádmio é um dos de maior interesse clínico, uma vez que as 

intoxicações por cádmio são de difícil tratamento (Jones e Cherian, 1990).  

A emissão do cádmio na atmosfera tem sido um problema de saúde mundial 

devido ao seu elevado tempo de meia-vida biológica em muitos seres vivos, incluindo 

os seres humanos (10-35 anos) (WHO, 2011). Este metal pode se acumular em vários 

órgãos, tais como fígado, rins (Jihen et al., 2008), pulmões (Klimisch, 1993), testículos 

(Spiazzi et al., 2013) e ovários (Nampoothiri e Gupta, 2006). 

O cádmio (Cd2+) tem o potencial de afetar a reprodução e desenvolvimento de 

muitas maneiras diferentes, e em todos os estágios do processo reprodutivo. No ovário, 

o desenvolvimento dos oócitos é inibido, a esteroidogênese é reduzida, e ocorre 

hemorragia nos ovários em doses elevadas de cádmio (Thompson e Bannigan, 2008).  
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Em vista disso, o dano provocado pelo Cd2+ 
ao sistema reprodutivo tem sido associado ao 

estresse oxidativo por muitos autores, tanto por formação de radicais livres quanto pela 

inibição de defesas celulares enzimáticas e não-enzimáticas (Santos et al., 2004; Acharya et 

al. , 2008; Ognjanovic et al., 2010).  

Neste contexto, a utilização de compostos com atividade antioxidante poderia 

auxiliar na terapia das intoxicações por cádmio. As infusões de 

ervas (especialmente chá) são importantes fontes de antioxidantes (Marongiu et al., 

2004; Wu et al., 2004). O chá, bebida popular mais conhecida no Oriente, desperta 

grande interesse entre os cientistas, devido aos efeitos benéficos à saúde. Os benefícios 

à saúde associados ao consumo de chá têm sido atribuídos em parte à atividade 

antioxidante dos flavonóides presentes neles (Rusak et al., 2008). De fato, o consumo de 

flavonóides presentes no chá parece estar relacionado à menor incidência de doenças 

crônicas, como doenças cardiovasculares e câncer.   

Há uma grande variedade de chás obtidos a partir das folhas novas da planta 

Camellia sinensis. O que os torna diferentes é o lugar no qual a planta cresce (clima, 

tipo de solo e outras condições de crescimento) e o processamento pelo qual as folhas 

são submetidas. Essas diferenças são responsáveis pelas variações no sabor, na 

aparência e também na composição dos chás (Costa e Silva, 2011). 

 Os chás do gênero Camellia sinensis podem ser divididos dentro de três 

categorias de acordo com o processo de fabricação (fermentação): chá verde e branco 

(não fermentado), chá oolong e vermelho (parcialmente fermentado) e chá preto 

(completamente fermentado) (Almajano et al., 2008; Kin et al., 2011).  

As infusões de chás (Camellia sinensis) apresentam propriedades benéficas na 

prevenção de doenças como câncer, doenças do coração e doenças neurodegenerativas 

(Serafini et al., 2002). Estudos recentes têm relatado que a ingestão de chá verde e ou 

chá branco tem efeito antioxidante no plasma e em diversos órgãos, como coração e 

pulmão (Koutelidakis et al., 2009).  Há poucos estudos em relação aos efeitos benéficos 

do chá vermelho. 

Considerando: (a) os danos causados pelo Cd2+ sobre o sistema reprodutor 

feminino; (b) que a enzima δ-ALA-D é um marcador importante de intoxicações por 

metal; (c) o papel benéfico que terapias naturais com potencial antioxidante poderiam 

ter frente a intoxicações por metais; o presente trabalho tem como objetivo avaliar o 

efeito do Cd2+ sobre a atividade da enzima δ-ALA-D de tecido ovariano in vitro e ex 

vivo, bem como analisar o papel protetor de chás provenientes da Camellia sinensis 
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frente a um possível efeito tóxico do metal. Além disso, determinar a presença de 

catequinas, alcalóides (cafeína e teobromina), fenóis totais e ácido gálico presentes nas 

infusões dos chás por HPLC, a fim de relacionar a presença dessas substâncias com os 

efeitos observados. 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

 

2.1 -Aminolevulinato Desidratase 

 

A -aminolevulinato desidratase (-ALA-D) ou porfobilinogênio sintase é uma 

metaloenzima que requer íons zinco para sua atividade catalítica máxima (Jaffe et al., 

1995). Uma característica especial na estrutura funcional da δ-ALA-D é a presença de 

resíduos cistenil no seu sítio ativo. (Markham, et al., 1995) Esses grupos tióis estão 

envolvidos na coordenação de íons essenciais como o Zinco (Zn) e a proximidade entre 

eles tornam a enzima particularmente sensível a oxidação (Markham, et al., 1995; 

Farina  et al., 2002; Saraiva et al., 2012). O Zn também está envolvido na estabilização 

dos grupos tióis/tiolatos vicinais e sua remoção por agentes quelantes pode acelerar a 

autooxidação da enzima. (Emanuelli et al., 1998; Beber et a l., 1998; Peixoto et al., 

2003) (Figura 1).  

 

Figura 1. Estabilização dos grupos tióis vicinais pelo Zinco. 

 

 

Fonte: Rocha et al, 2012 

 

Notavelmente, os seus grupos sulfidrila ativos a tornam altamente sensível a 

situações pró-oxidante como a exposição a metais pesados ou ao oxigênio molecular 

bem como agentes oxidantes que induzem a formação de ponte dissulfeto e inibição 

enzimática (Farina et al., 2003a; Perottoni et al., 2005). Na verdade, a enzima δ-ALA-D, 
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pode desempenhar um importante papel como marcador de estresse oxidativo e de 

prejuízo em processos metabólicos (Farina et al., 2003a; Valentini et al., 2008). 

A δ-ALA-D é uma enzima muito difundida na natureza (Jaffe, 1995; Layer et 

al., 2010; Lawrence et al., 2011; Jaffe e Lawrence, 2012) sendo responsável por 

catalisar a condensação assimétrica de duas moléculas do ácido aminolevulínico (ALA) 

formando o monopirrol – porfobilinogênio (Figura 2). Dentro das células, os 

monopirróis são precursores para a síntese de tetrapirróis (Rocha et al., 2012). 

 

Figura 2. Síntese do porfobilinogênio a partir de duas moléculas do ácido 

aminolevulínico 

 

 

Fonte: Rocha et al, 2012 

 

As moléculas tetrapirróis são essenciais para organismos aeróbicos desde grupos 

prostéticos de proteínas importantes fisiologicamente como a hemoglobina e citocromo 

(Sassa, 1998). Os compostos tetrapirrólicos têm importância metabólica baseada, 

principalmente, na sua função como grupos prostéticos de proteínas. O heme 

(ferroprotoporfirina), por exemplo, faz parte da estrutura de proteínas que participam do 

transporte e armazenamento de oxigênio (hemoglobina e mioglobina, respectivamente); 

do transporte de elétrons (citocromos a, b e c); da biotransformação de xenobióticos 

(citocromo P450) e do sistema de proteção contra peróxidos (catalases e peroxidases) 

(Timbrell, 1991). 

Consequentemente, agentes tóxicos ou metabólitos que rompem ou interferem 

com a síntese de tetrapirróis podem ter profundos efeitos sobre metabolismo celular 

(Heineman et al., 2008). A deficiência genética na δ-ALA-D está associada com 

porfirias hepáticas em humanos que podem ser exacerbadas ou precipitadas por 

intoxicações com chumbo (Sassa et al., 1975; Sassa, 1998; Fujita et al., 2002). A 



 

- 18 - 
 

inibição da δ-ALA-D pode resultar no acúmulo do substrato ALA no sangue, com 

consequente aumento na excreção urinária do mesmo.  

O ALA é sintetizado dentro da mitocôndria a partir de glicina e succinil-CoA 

pela ALA sintetase, que é a enzima limitante na via de síntese do heme (Wang, et al., 

2010). Bechara e colaboradores demonstraram que o substrato da  δ-ALA-D, o ácido 5-

aminolevulínico ou ALA pode exibir propriedades pro-oxidantes sob condições 

fisiológicas relevantes (Onuki et al., 1994; Rocha et al., 2003; Bechara, et al., 2007). 

Eles também demonstraram que os marcadores de estresse oxidativo estavam alterados 

em trabalhadores expostos ao chumbo e postularam que isso pode estar relacionado com 

o aumento na circulação do ALA (Costa et al., 1997). Consequentemente, a inibição da 

δ-ALA-D por agentes tóxicos ou condições patológicas associadas com estresse 

oxidativo pode iniciar um ciclo pró-oxidativo vicioso que vai inibir ainda mais a δ-

ALA-D e aumentar a concentração de componentes potencialmente tóxicos como ALA 

e metabólitos relacionados (Bechara et al., 2007) 

O acúmulo de ALA também está relacionado com a superprodução de espécies 

reativas de oxigênio (Bechara et al., 1993). Tem sido demonstrado que a oxidação do 

ALA, in vitro, pode provocar lipoperoxidação (Oteiza et al., 1994), liberação de ferro da 

ferritina (Oteiza et al., 1994), lesões no DNA e inibição da adenilato ciclase cerebral 

(Emanuelli et al., 2001). 

Diversas enzimas podem ter suas atividades reduzidas pelo aumento na 

concentração de metais tóxicos, como o cádmio, no organismo. Esses metais podem 

ligar-se a grupos sulfidrílicos (-SH) e/ou substituir metais de algumas enzimas alterando 

suas atividades (Casalino et al., 2000). A δ-ALA-D é uma enzima que contém grupos –

SH, sendo extremamente sensível a agentes oxidantes (Nogueira et al., 2003a; 

Emanuelli et al., 1996; Flora et al., 2002), e, diversos metais tais como o mercúrio 

(Rocha et al., 1995; Peixoto et al., 2007), o chumbo (Goering, 1993; Wang et al., 2011) 

e o cádmio (Santos et al., 2005a; 2005b; Luchese et al., 2007; Brandão et al., 2009, 

2010). 

O Cd2+ é extremamente tóxico para as células vivas e um importante poluente 

ambiental e ocupacional que pode promover doenças (por exemplo, câncer e doenças 

renais) (Khlifi e Hamza-Chaffai, 2010; Hartwig, 2010; Matović et al., 2011; Nzengueet 

al., 2012). O mecanismo molecular de toxicidade do Cd2+ não está completamente 

compreendido mas pode envolver a perturbação da homeostase do Zn, (Moulis, 2010) 

que por sua vez pode modificar a atividade de enzimas tais como δ-ALA-D de 
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mamíferos (Braga et al., 2012). Além disso, o Cd2+ também pode estimular a produção 

de espécies reativas de oxigênio (ERO), tanto direta ou indiretamente, através da 

inibição da atividade antioxidante (Khlifi e A. Hamza-Chaffai, 2010; Hartwig, 2010; 

Matović et al., 2011; Nzengueet al., 2012). 

Anteriormente, nosso grupo demonstrou pela primeira vez que a atividade da δ-

ALA-D de ovário foi inibida por Cd2+ tanto in vitro quanto ex vivo (Vargas et al., 2013). 

Além disso, foi demonstrado que esse metal reduz a atividade da δ-ALA-D testicular 

em camundongos (Santos et al. 2004, 2005a). Estas observações demonstram que este 

metal provoca um efeito tóxico sobre o sistema reprodutivo masculino e feminino e a 

atividade da δ-ALA-D pode ser um marcador de toxicidade.  

 

 

2.2 Cádmio 

 

O Cd2+ foi descoberto no início do século XIX por Friedrich Strohmeier, e já no 

final deste século (XIX) e início do século XX houve várias comprovações dos efeitos 

tóxicos deste metal (Nordberg, 2009), evidenciada pela doença itai-itai em moradores 

da região do rio Jinzu na Província de Toyama, Japão, por volta dos anos 1950. A 

doença é principalmente caracterizada pela disfunção tubular renal, osteomalácia 

severa, pseudofraturas e anemia. Isso se deve à alta ingestão do cádmio (cerca de 1000 

µg/dia) através do consumo de alimentos contaminados com esse metal pelos moradores 

da região (Shuto, 2005). 

O Cd2+ encontra-se relativamente disperso no ambiente, principalmente pela 

poluição causada por indústrias de baterias, pigmentos, plásticos, fertilizantes e 

galvanoplastia (ATSDR, 2008). Outras fontes de liberação do metal para o ambiente são 

mineração, fundição, queima de combustíveis fósseis, eliminação (WHO, 2010) e 

fumaça de cigarro, a qual apresenta quantidades significativas deste meta l (Filipic, 

2012).  

Este metal não apresenta nenhuma função biológica conhecida e a exposição 

prolongada causa efeitos tóxicos para os seres humanos e animais (Zhang e Jia, 2007), 

sendo que ele tem sido classificado como carcinogênico humano pela Agencia de 

Pesquisa sobre o Câncer desde 1993 (IARC, 1993). Esses efeitos tóxicos do Cd2+ junto 

com o elevado tempo de meia vida para eliminação (10-35 anos) (WHO, 2011) e uma 
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baixa excreção (1-2 µg/dia) (Goering, et al., 1995) contribuem para o fato de que a 

exposição ao Cd2+é atualmente um dos mais importantes problemas de saúde pública.  

As emissões de Cd2+ têm aumentado dramaticamente durante o século 20. A 

principal razão para isto é que os produtos contendo esse metal raramente são 

reciclados, mas muitas vezes descartados junto com o lixo doméstico (Zang et al., 2008) 

A população em geral é exposta ao Cd2+ via água de beber, comida e inalação através da 

fumaça de cigarro (Honda et al., 2010).  

O Cd2+ tem sido associado com danos em vários tecidos incluindo rim, fígado, 

osso, pulmão e coração bem como no sistema reprodutor em órgãos, incluindo a 

placenta, testículo, ovário (Piasek et al., 2001). Além disso, esse metal tem o potencial 

de afetar a reprodução e o desenvolvimento de muitas formas diferentes, e em todos os 

estágios do processo reprodutivo (Thompson e Bannigan, 2008). 

Estudos epidemiológicos demonstraram maiores concentrações de Cd2+ no fluido 

folicular e nas placentas de fumantes que apresentaram redução nos níveis de 

progesterona (Piasek et al., 2001; Yang et al., 2006). Vários efeitos do Cd2+ sobre 

endocrinologia reprodutiva foram descritos, mas conclusões definitivas de suas ações 

sobre os tecidos-alvo variam de acordo com o modelo experimental e a dose empregada 

(Smida et al., 2003). Há também evidência direta de que o Cd2+ reduz a biossíntese de 

progesterona em cultura de células trofoblásticas humanas (Yang et al., 2006).  

Piasek (2002) demonstrou alteração na esteroidogênese de ovário e placenta 

após exposição ao cádmio in vitro e in vivo. Zhang et al. (2007) verificou que após 

incubação de células da granulosa de ovários com CdCl2 (10, 20 ou 40 μM) in vitro, 

houve diminuição dos níveis de progesterona dose-dependente. Posteriormente foi 

demonstrado que o Cd2+ pode inibir a liberação de progesterona e estrogênio nos 

ovários, um importante mecanismo de desregulação endócrina, que pode ter 

influenciado na diminuição do crescimento folicular e aumento de folículos atrésicos 

encontrados (Zhang, et al., 2008). 

O Cd2+não é ativo em reações do tipo redox ele não pode, por si só, produzir 

reações como as de Fenton (Moriwaki, et al., 2008), por isso acredita-se que as ERO são 

geradas indiretamente pelo cádmio. Dependendo da sua concentração, ocorre uma 

diminuição nos níveis de antioxidantes celulares e também pode ocorrer a ligação do 

Cd2+ com grupos sulfidrila em moléculas críticas, levando à inativação desses grupos e 

consequentemente a um estresse oxidativo (Rikans e Yamano, 2000). 



 

- 21 - 
 

Anteriormente foi vericado que a expsoição ao Cd2+ inibiu a atividade da δ-ALA-

D em testículo (Santos, et al., 2004a; Santos, et al., 2004b; Brandão, et al., 2009; 

Spiazzi et al., 2013) e ovário (Vargas, et al., 2013). De fato, parece que a atividade da δ-

ALA-D é um importante marcador toxicológicosobre sistemas reprodutivos. Levando-

se em conta que δ-ALA-D é uma enzima tiólica, o Cd2+ poderia inibir a sua atividade 

por oxidação de grupos tióis. 

Muitos estudos indicam que o efeito tóxico do Cd2+ está relacionado 

principalmente com o estresse oxidativo. Ognjanovi’c e colaboradores (2010) 

demonstraram que, a exposição a este metal leva a uma redução na atividade de enzimas 

antioxidantes como superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase 

(GPx), glutationa redutase (GR) e glutationa-S-transferase (GST) em testículo de 

camundongos. A diminuição destas defesas antioxidantes contribui para o aumento na 

quantidade de espécies reativas, que, por sua vez, reagem com proteínas, lipídios e 

DNA, provocando deterioração oxidativa (Kryston et al., 2011). Desta maneira, 

compostos com propriedades antioxidantes poderiam ser uma alternativa na proteção ou 

tratamento do dano oxidativo induzido pela exposição ao cádmio. 

 

 

2.3 Camellia sinensis 

 

O chá (Camellia sinensis) é a bebida mais consumida no mundo depois da água, 

sendo consumida em quantidades superiores quando comparado com o consumo de 

café, cerveja, vinho e refrigerantes (Rietveld e Wiseman, 2003). Anteriormente, seu 

consumo concentrava-se em países da Ásia e Europa, panorama que vem mudando ao 

longo dos últimos anos (Matsubara, et al., 2006). As razões para a popularidade mundial 

do chá estão relacionadas ao aroma e sabor característico. Mais recentemente, a sua 

popularidade tem aumentado devido aos seus efeitos benefícios para a saúde prevenindo 

doenças cardiovasculares e câncer, bem como aos seus efeitos anti-hipertensivo, 

hipocolesterolêmico, hipolipidêmico, e as propriedades anti-ateroscleróticas, os quais 

parecem estar relacionados principalmente com o potencial antioxidante de flavonóides 

presentes no chá (Chan et al, 1999; Chen et al., 2001; Cheng, 2006). 

Há uma grande variedade de chás obtidos a partir das folhas jovens da planta 

Camellia sinensis (família Theaceae) (Obanda et al., 2004), o que os torna diferentes é o 

lugar no qual a planta cresce (clima, tipo de solo e outras condições de crescimento) e o 
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processamento ao qual as folhas são submetidas. Essas diferenças são responsáveis 

pelas variações no sabor, na aparência e também na composição dos chás (Costa e Silva, 

2011) (figura 3). Estudos têm demonstrado que o chá brasileiro apresenta maior 

quantidade de compostos fenólicos quando comparado com chás de outros países e tal 

fato é atribuído às características do clima e do solo (Saito et al., 2007a, b). 

 

Figura 3. Etapas do processamento de diferentes tipos de chá (Camellia 

sinensis) 

 

FONTE: Costa e Silva, 2011. 
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A composição do chá é afetada pelo processo de fermentação. Existem três tipos 

de chás: não fermentado (chá verde e chá branco), parcialmente fermentado (chá oolong 

e vermelho) e completamente fermentado (chá preto). Durante a fermentação das folhas 

frescas de chá, algumas catequinas são oxidadas ou condensadas para moléculas 

polifenólicas maiores (Almajano, 2008).  

O chá branco é elaborado a partir de folhas muito jovens do chá ou botões 

cobertos com pequenos fios prateados, que são colhidas apenas uma vez por ano no 

início da primavera. O chá branco é cozido no vapor e seco imediatamente após a 

colheita para evitar a oxidação, dando-lhe um sabor delicado. Apesar dos inúmeros 

dados sobre os componentes fenólicos e a atividade antioxidante do chá verde e preto 

para a saúde humana, pouco se sabe, nesse sentido, sobre o chá branco, que é o mais 

raro e o chá menos processado (Rusak et al., 2008). Num estudo recente, Koutelidakis e 

colaboradores (2009) relataram que a suplementação com extrato de chá branco durante 

cinco dias consecutivos, não só aumenta a capacidade antioxidante do plasma, mas 

também em diferentes órgãos de camundongos. Além disso, foi demonstrado que o chá 

branco tem efeito quimiopreventivo e antioneoplásico em células de cancro do pulmão 

(Mao, et al.2010) e pode proteger a pele humana a partir da estimulação solar da luz 

ultravioleta (Camouse et al., 2009). Em outro estudo recente, o chá branco demonstrou 

ter forte atividade lipolítica e anti-adipogênica in vitro (Sohle et al., 2009). 

O chá vermelho (Pu-erh) é preparado pela fermentação completa, e, por longo 

tempo, das folhas. Durante essa fermentação observa-se a presença do microrganismo 

Aspergillus niger. O processo todo de produção do chá vermelho exige, no mínimo, três 

anos. É ao longo deste tempo que a bebida adquire a sua cor característica. Acredita-se 

que quanto maior for o tempo de preservação das folhas do chá, melhor será sua 

qualidade (Wu et al., 2007). O Chá Pu-erh está ganhando muita atenção por suas 

atividades benéficas a saúde. Os efeitos conhecidos que são associados ao Pu-erh 

incluem retardamento ou prevenção do cancro, da doença cardíaca, artrite reumatóide e 

doença imunitária (Kuo et al., 2005; Way, et al., 2009). Além disso, Duh e 

colaboradores (2004) verificaram que a epicatequina, o ácido ascórbico e os compostos 

polifenólicos estão presentes nos extratos aquosos do chá pu-erh, o que poderia que 

pode contribuir para o efeito protetor sobre danos oxidativo, bem como a captura do 

óxido nítrico. 
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Durante a produção do chá verde, as folhas da Camellia sinensis são picadas e 

submetidas a um cozimento a vapor. Com isso, as folhas tornam-se flexíveis e 

maleáveis para serem trabalhadas. As folhas são enroladas e colocadas em bandejas 

aquecidas, com o intuito de romper a estrutura celular e, assim, se obter o sabor 

desejado do chá. Em seguida, as folhas são secas até que retenham apenas 2% de sua 

umidade original (Weisbutger 1997; Vinson e Dabbagh, 1998; Wang e Helliwell, 2000). 

O chá verde e seus constituintes são mais conhecidos por suas propriedades 

antioxidantes, o que levou à sua avaliação sobre uma série de doenças associadas com 

ERO, como câncer, doenças cardiovasculares e neurodegenerativas, bem como 

proporcionar uma proteção significativa contra a doença de Parkinson, doença de 

Alzheimer, e danos isquêmicos (Mandel e Youdim, 2004). Vários estudos 

epidemiológicos, bem como estudos em modelos animais, demonstraram que o chá 

verde pode proporcionar proteção contra vários tipos de câncer, tais como o da pele, da 

mama, da próstata e do pulmão (Mukhtar e Ahmad, 2000; Yang et al., 2002).  

 Frank et al. (2009) demonstrou que o consumo diário de chá verde é seguro e 

não tem efeitos adversos sobre a saúde humana, já que o chá verde possui substâncias 

bioativas abundantes, que tem sido relatado ter efeitos biológicos benéficos.  

As catequinas são os principais flavonóides presentes no chá verde. As quatro 

principais catequinas são (-)-epigallocatequina-3-gallato (EGCG), que representa 

aproximadamente 59% das catequinas totais; (-)-epigallocatequina(EGC) (19% 

aproximadamente); (-)-epicatequina-3-gallato (ECG) (13,6% aproximadamente); e (-)-

epicatequina (EC) (6,4% aproximadamente) (McKay e Blumberg, 2002) (Figura 4) 

Embora as catequinas sejam os compostos fenólicos dominantes (Kilmartin e Hsu, 

2003), diversos flavonóis (até 4%) e flavonas (em traços) também estão presentes nas 

folhas de chá.Outros compostos relacionados encontrados no chá são ácido gálico, 

cumárico e cafeico, bem como os alcalóides de purinas, teobromina e cafeína (Rusak et 

al., 2008). 

 

Figura 4. Estrutura das principais catequinas do chá verde 

 

Fonte: N.T. Zaveri, 2006 
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Em diversos modelos experimentais, as catequinas do chá verde demonstraram 

proteger contra a nefrotoxicidade induzida por cisplatina e atrasar o déficit cognitivo em 

ratos velhos (Unno et al, 2007; Khan et al, 2009).Além disso, foi demonstrado que os 

flavonóides do chá inibem a proliferação celular, induzem apoptose, estimulam a 

angiogênese e afetam vias de sinalização celular, em diferentes linhas celulares e em 

modelos animais (Henning et al., 2005). Os benefícios para a saúde associados ao 

consumo de chá tem sido atribuídos em parte à atividade antioxidante e scavenger de 

radicais livres dos flavonóides mais abundantes do chá (Rusak et al., 2008).Embora a 

EGCG seja o polifenol mais abundante e mais estudado do chá verde, parece que os 

efeitos preventivos do mesmo estão mais relacionados com uma mistura de catequinas 

do chá (Bode e Dong, 2009; Fu et al, 2009). 
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3 OBJETIVOS 

 
 

3.1. Objetivo Geral: 

 

Esse trabalho propõe avaliar o efeito do cádmio, in vitro (ovário bovino) e ex 

vivo (ovário de camundongas), sobre a atividade da enzima δ-ALA-D, bem como a 

habilidade de infusões de chás em proteger de um possível efeito tóxico do metal.  

  
 

3.2. Objetivos específicos: 

 

- Analisar o efeito de diferentes concentrações de infusões dos chás verde, 

branco e vermelho (Camellia sinensis) sobre atividade da enzima δ- ALA-D em ovário 

bovino na presença e ausência de Cd2+ (IC50) in vitro. 

- Determinar a presença de catequinas: (-)-epigallocatequina-3-gallato (EGCG); 

(-)-epigalocatequina (EGC); (-)-epicatequina-3-gallato (ECG); e (-)-epicatequina (EC), 

bem como alcalóides (cafeína e teobromina), fenóis totais e ácido gálico presentes nas 

infusões dos chás por HPLC, a fim de relacionar a presença dessas substâncias com os 

efeitos observados.  

- Analisar o efeito isolado das catequinas EGCG; EGC; ECG; e EC, sobre a 

atividade da enzima δ- ALA-D em ovário bovino in vitro, na presença de Cd2+ (IC50). 

- Verificar o efeito da exposição aguda ao cloreto de cádmio sobre a atividade da 

enzima δ- ALA-D em ovário de camundongas ex vivo, bem como analisar o possível 

papel protetor do chá que obtiver melhor efeito in vitro. 
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4  ARTIGO CIENTÍFICO 

 

Os resultados que fazem parte desta dissertação estão apresentados sob a forma 

de artigo científico. As seções Materiais e Métodos, Resultados, Discussão dos 

Resultados e Referências Bibliográficas encontram-se no próprio manuscrito. O 

manuscrito está apresentado da mesma forma que foi publicado no periódico Food and 

Chemical Toxicology 
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5 CONCLUSÃO 

De acordo com os resultados apresentados nesta dissertação podemos concluir 

que: 

 As infusões provenientes da Camellia sinensis, especialmente as formas 

não fermentadas (chá branco e verde) nas maiores concentrações, foram eficazes em 

proteger contra a inibição da δ-ALA-D causada por cádmio em tecido ovariano bovino, 

enquanto que o chá vermelho (forma parcialmente fermentada) não apresentou efeito in 

vitro. 

 Após a determinação da quantidade de fenóis totais presentes nos chás, 

verificou-se que o chá verde apresenta maior quantidade comparada com o chá branco e 

o chá vermelho. Chá verde > Chá branco > Chá vermelho.  

 As três variedades de chá não apresentaram diferença significativa na 

quantidade de cafeína, mas o chá vermelho apresentou maior quantidade de ácido gálico 

comparado com os demais, enquanto que o chá verde foi o que apresentou maior 

quantidade de teobromina. 

 A quantidade de catequinas foi maior no chá verde, seguido pelo chá 

branco e o chá vermelho que apresentou somente a ECG.  

 Verificou-se que nenhuma das catequinas estudadas foi eficaz na 

prevenção da atividade da enzima inibida pelo cádmio. Além disso, a EC e ECG per se 

inibiram a atividade da enzima. 

 Após a exposição aguda ao cloreto de cádmio, verificou-se que este 

metal inibiu significativamente a atividade da δ-ALA-D de ovário de camundongas e a 

terapia com o chá verde reverteu esta inibição.  

 O maior efeito do chá verde observado in vitro, bem como o papel 

protetor apresentado no estudo ex vivo, poderia ser atribuído ao maior teor de fenóis, 

mas não ao conteúdo de catequinas. De fato, as catequinas não foram capazes de 

restaurar a atividade da enzima δ-ALA-D inibida por cádmio em ovário bovino, 

demonstrando que estes compostos não são os principais responsáveis pelo efeito 

benéfico do chá verde observado neste estudo.  

Levando-se em conta toxicidade de cádmio em sistemas reprodutivos, bem como 

a importância dos estudos para descobrir novas abordagens terapêuticas para evitar a 

toxicidade do cádmio, este estudo demonstrou o efeito protetor da infusão de chá verde 
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em melhorar a toxicidade aguda induzida pelo metal em uma proteína marcadora de 

intoxicação por metais no tecido ovariano. Entretanto, mais estudos precisam ser 

realizados para elucidar quais os possíveis mecanismos de ação do cádmio e do extrato, 

e sobre quais parâmetros em nível de sistema reprodutivo estes poderiam estar atuando.  
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6 PERSPECTIVAS 

 
Tendo em vista os resultados obtidos neste trabalho, as perspectivas para 

trabalhos posteriores são: 

 

 Realização de outro tratamento agudo, para determinar outros 

parâmetros, como a determinação dos níveis de antioxidantes não enzimáticos, como 

Glutationa reduzida (GSH) e Ácido Ascórbico, e outros enzimáticos, como Superóxido 

dismutase (SOD), Catalase (CAT) e Glutationa Redutase (GR).  

 Determinar os níveis de progesterona, hormônio luteinizante, hormônio 

folículo estimulante, com o objetivo de investigar se o cádmio altera os níveis destes 

hormônios e se o chá verde poderia interferir nestes parâmetros.  

 Avaliar o efeito do cádmio e do chá verde, em um tratamento agudo, com 

camundongos machos, a fim de comparar a resposta terapêutica em sistema reprodutor 

feminino e masculino.  

 Posteriormente, testar a terapia com o chá verde em um modelo de 

exposição crônica ao cádmio em camundongos machos e fêmeas, para posterior 

avaliação de parâmetros antioxidantes (enzimáticos e não enzimáticos), avaliação 

histológica dos testículos e ovários. 

 Avaliar o efeito ex vivo dos chás branco e vermelho, frente a toxicidade 

aguda causada pelo cádmio na atividade da enzima δ-ALA-D em ovário de 

camundongas. 
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APÊNDICE A – Esquema representativo dos resultados 
 

 
 

 

 
 

 


