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RESUMO

LADEIRA, Luiz Carlos Maia. M.Sc. Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de 2017.
Efeitos da infusdo & Camellia Sinensis e de diferentes dietas sobre a perda de peso,
parametros bioquimicos e estrutura hepética de camundongos C57HL
Orientadora:lzabel Regina dos Santos Costa Maldonado. Coorientadores: Marli do
Carmo Cupertino e Jodo Paulo Viana Leite.

Introducdo: A obesidade é uma realidade em varios paises, afetando todas as faixas
etarias e distribuida por todos os tipos de populacdes. O tratamento farmacolégico com
enfase no gasto de energia e reducdo da fome tem aumentado nos ultimos anos e a
pesquisa acompanha a tendéncia, principalmente tratando-se dos farmacos fitoterapicos
termogénicos. Dentre eles, detaca-se o cha verde por ser a bebida mais consumida no
mundo depois da agu@bijetivo: Avaliar o efeito da infusdo de cha verde no peso
corporal, perfil lipidico, estrutura e estresse oxidativo do figado de camundongos
previamente submetidos a dieta de cafeteria (M&)odologia: Apds consumirem a DC

por 90 dias, os animais foram divididos em quatro grupos onde foram combinados os
tratamentos de dieta de cafeteria (G1 e G3) e dieta padrao para roedores (G2 e G4), mais
a infusdo de cha verde na dose de 100mg/Kg de peso corporal (G3 e G4) e o controle
agua (G1 e G2). A duracéao destes tratamentos foi de 3Reémdtados:A mudanca na
composicao da dieta foi a principal causa da perda de peso, sendo o cha responsavel por
uma reducdo de aproximadamente 2% em ambos os grupos. O tratamento com a infusédo
de ch& verde conseguiu reduzir em 50% a porcentagem de goticulas lipidicas, sendo o
cha combinado com a dieta responsavel por uma reducédo de 80% na porcentagem de
inclusbes lipidicas no figado. As analises do estresse oxidativo do tecido hepatico
mostraram um aumento nos niveis do marcador de peroxidacéo lipidica malondialdeido
(MDA) no grupoG2 e uma tendéncia ao aumento na quantidade deste marcador no G4
devido ao aumento do consumo da gordura acumul@daclusdes: Nao houve
contribuicdo quanto a reducao do peso corporal, porém o tratamento favoreceu a melhoria
dos parametros morfométricos do figado, principalmente quanto ao acumulo de lipidios

e auséncia de indicativos de dano celular.



ABSTRACT

LADEIRA, Luiz Carlos Maia. M.Sc. Universidade Federal de Vigcosa, February, 2017.
Effects of Camellia sinensis infusion and different diets on weight loss, biochemical
parameters and liver structure of C57BL/6 mice Adviser: Izabel Regina dos Santos
Costa MaldonaddCo-advisers: Marli do Carmo Cupertino and Jodo Paulo Viana Leite.

Introduction: The obesity is a reality in several countries, affecting all age groups and
distributed by all types of populations. Pharmacological treatment with emphasis on
energy expenditure and appetite reduction has increased in recent years and research
follows the trend, especially in the case of thermogenic phytotherapeutic drugs. Among
them, green tea stands out as the most consumed drink in the world after water.
Objective: Evaluate the effect of green tea infusion on body weight, lipid profile,
structure and oxidative stress of the liver of mice previously submitted to the cafeteria
diet (DC).Methods: After consuming the DC for 90 days, the animals were divided in
four groups where combined the treatments of the diet of cafeteria (G1 and G3) and
standard diet for rodents (G2 and G4), plus the infusion of green tea in the dose of 100mg
/ kg of body weight (G3 and G4) and the water control (G1 and G2). The duration of these
treatments was 35 days. The treatment lasted 35 &mmilts: The change in diet
composition was the main cause of weight loss, with tea accounting for a reduction of
approximately 2% in both groups. The treatment with green tea infusion was able to
reduce the percentage of lipid droplets by 50%, with tea combined with the diet
responsible for an 80% of reduction in the percentage of lipid inclusions in the liver.
Analyzes of the oxidative stress of the liver tissue showed an increase in levels of the lipid
peroxidation marker malondialdehyde (MDA) in the G2 group and a tendency to increase
the amount of this marker in G4 due to the increase in accumulated fat consumption.
Conclusions: Although the dose studied did not contribute greatly to the reduction of
body weight, it favored the improvement of the morphometric parameters of the liver,

mainly as regards the accumulation of lipids and absence of cell damage.
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1. Introducao Geral

O excesso de peso corporal € uma realidade em paises industrializados
desenvolvidos (GLOY et al., 2013) e em desenvolvimento (PAPPAS, 2010). No mundo,
mais de 1,9 bilhdes de pessoas acima dos 18 anos sao classificados como sobrepeso, ou
seja, apresentam o Indice de Massa Corporal (IMC) acima de 25kg/m2. Destes, 600
milhdes sdo obesos (IMC igual ou maior que 30Kg/m?) (WHO, 2000; WISSE; KIM,;
SCHWARTZ, 2007).

A obesidade é um fator de risco para o desenvolvimento de doencas
cardiovasculares, hipertensao arterial, certos tipos de cancer, célculos biliares, disturbios
enddcrinos e metabdlicos, doenca pulmonar, dislipidemias, esteatose hesitsbes
mellitus, e mortalidade (GLOY et al., 2013; WHO, 2000; WISSE; KIM; SCHWARTZ,
2007).

As terapias atuais para tratamento da obesidade incluem abordagens cirurgicas e
ndo cirdrgicas (GLOY et al., 2013), dentre estas encontram-se as farmacologicas
(SANTOS; NEVES; AMATO, 2015) em combinacdo com mudancas no estilo de vida
(PAPPAS, 2010). Segundo recomendacédo da Associacao Brasileira para o Estudo da
Obesidade e da Sindrome Metabdlica (ABESO) (2009) a escolha do tratamento deve
basear-se na realidade do paciente, como a gravidade do problema e a presenca de

morbidades.

Os tratamentos farmacoldgicos tem como foco os mecanismos de controle de
ingestdo de alimentos, conseqientemente, a aquisi¢ao reduzida de fontes energéticas pelo
organismo. Tais terapias para a reducgéo da ingestéo alimentar apresentam sua efetividade
limitada a longo prazo (SANTOS; NEVES; AMATO, 2015). A cirurgia bariatrica, apesar
de ser um procedimento invasivo, é o tratamento mais efetivo na obesidade moérbida,
porém, leva a reducao dos niveis de hormdnios secretados pelo trato digestério que atuam
no controle da homeostase energética (SENIN et al., 2015). E recomendada apenas para
obesos com IMC acima de 40Kg/m? sem comorbidades associadas (ABESO, 2009).

Neste sentido, novas terapias baseadas no estimulo do aumento de gasto
energeético, e ndo no controle da ingestao, tem sido sugeridas como potenciais formas de
tratamento (SANTOS; NEVES; AMATO, 2015). Em tal cenario, se destacam as

substancias tidas como “termogénicas”, ou seja, que sdo capazes de induzir o gasto
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energeético através da geracao de calor. Dexdtas o cha verde é a mais consumida em
todo o mundo (GROVE et al., 2012).

Jé foi relatado o efeito do cha verde na reducdo do ganho de peso corporal
(GROVE et al., 2012; VERA-CRUZ et al., 2010), reducdo da glicemia (SAE-TAN;
ROGERS; LAMBERT, 2014, 2015; VERA-CRUZ et al., 2010), reducao da resisténcia a
insulina (SAE-TAN; ROGERS; LAMBERT, 2014, 2015), reducdo da massa de depdsitos
de tecido adiposo uni e multiloculares (HUANG et al., 2009; SAE-TAN; ROGERS;
LAMBERT, 2014, 2015), e aumento na expressao de genes relacionados a termogénese
adaptativa (NOMURA et al., 2008; SAE-TAN; ROGERS; LAMBERT, 2014, 2015).
Porém, na maioria dos estudos com a planta o tratamento é misturado a dieta dos animais,
e nao oferecido na forma de infusdo como € consumido por humanos. De tal modo, este
trabalho tem como objetivo avaliar o efeito da infusa@.denensis no estado oxidativo
e estrutura histolégica do figado de camundengeviamente e concomitantemente
tratados com dieta hiperlipidica (dieta de cafeteria) e hipolipidica (dieta padrao), além do

efeito combinado do chd com uma mudanca para dieta hipolipidica.
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Highlights

e A substituicdo da dieta de cafeteria pela dieta padréo foi determinante para a
reducdo do peso corporal dos animais com sobrepeso.
e A infusdo de ch& verde contribuiu para a reducdo do acumulo de inclusdes

lipidicas nos hepatdcitos.

Lista de abreviagcGes

ALP - fosfatase alcalina

ALT - alanina aminotransferase
AST - aspartato transaminase

CAT - catalase

DC - dieta de cafeteria

DNA - 4cido desoxirribonucleico

DP - dieta padréo

EGCG - epigalocatequina-3-galato
GST - glutationa-s-transferase

HDL - lipoproteina de alta densidade
ICV - infuséo de cha verde

LDL - lipoproteina de baixa densidade
MDA - malondialdeido

PAS - acido periédico de Schiff
PTNt - proteinas totais

SOD - superoxido dismutase

VLDL - lipoproteina de muito baixa densidade



Resumo

Infusdo de cha verde reduz o acumulo lipidico nos hepatécitos de camundongos C57BL/6

Introducédo: O efeito positivo do cha verde na reducdo do ganho de peso caporal
controle de parametros relacionados a desregulacdo metabdlica, como aumento da
glicemia e acumulo de gordura é bem relatado na literatura. Adversamente, existem
relatos de efeitos toxicos ao figado tornando necesséria maiores avaliagfes dos efeitos do
cha verde neste 6rgaQ@bijetivo: Avaliar o efeito da infusdo de cha verde no peso
corporal, perfil lipidico, estrutura e estresse oxidativo do figado de camundongos
previamente submetidos a dieta de cafeteria (M&)odologia: Apds consumirem a DC

por 90 dias, os animais foram divididos em quatro grupos onde foram combinados os
tratamentos de dieta de cafeteria (G1 e G3) e dieta padrao para roedores (G2 e G4), mais
a infusdo de cha verde na dose de 100mg/Kg de peso corporal (G3 e G4) e o controle
agua (G1 e G2). A duracéo destes tratamentos foi de 39R#iasltados:A mudanca na
composicao da dieta foi a principal causa da perda de peso, sendo o cha responsavel por
uma reducédo de aproximadamente 2% em ambos os grupos. O tratamento com a infusédo
de cha verde conseguiu reduzir em 50% a porcentagem de goticulas lipidicas, sendo o
cha combinado com a dieta responsavel por uma reducédo de 80% na porcentagem de
inclusBes lipidicas no figado. As analises do estresse oxidativo do tecido hepético
mostraram um aumento nos niveis do marcador de peroxidacao lipidica malondialdeido
(MDA) no grupoG2 e uma tendéncia ao aumento na quantidade deste marcador no G4
devido ao aumento do consumo da gordura acumul@daclusdes: Nao houve
contribuicdo quanto a reducéo do peso corporal, porém o tratamento favoreceu a melhoria
dos parametros morfométricos do figado, principalmente quanto ao acumulo de lipidios

e auséncia de indicativos de dano celular.

Palavras-chave:

Cha verde, dieta de cafeteria, estresse oxidativo, morfologia, hepatécitos



Abstract

Green tea infusion reduces lipid accumulation in C57BL/6 hepatocytes

Introduction: The positive effect of green tea on the reduction of body weight gain and
control of parameters related to metabolic dysregulation, such as increased glycemia and
fat accumulation, has been reported. Adversely, there are reports of toxic effects to the
liver making further assessments, of the effects of green tea on this organ, necessary.
Objective: Evaluate the effect of green tea infusion on body weight, lipid profile,
structure and oxidative stress of the liver of mice previously submitted to the cafeteria
diet (DC).Methods: After consuming the DC for 90 days, the animals were divided in
four groups where combined the treatments of the diet of cafeteria (G1 and G3) and
standard diet for rodents (G2 and G4), plus the infusion of green tea in the dose of 100mg
/ kg of body weight (G3 and G4) and the water control (G1 and G2). The duration of these
treatments was 35 days. The treatment lasted 35 &mmilts: The change in diet
composition was the main cause of weight loss, with tea accounting for a reduction of
approximately 2% in both groups. The treatment with green tea infusion was able to
reduce the percentage of lipid droplets by 50%, with tea combined with the diet
responsible for an 80% of reduction in the percentage of lipid inclusions in the liver.
Analyzes of the oxidative stress of the liver tissue showed an increase in levels of the lipid
peroxidation marker malondialdehyde (MDA) in the G2 group and a tendency to increase
the amount of this marker in G4 due to the increase in accumulated fat consumption.
Conclusions: Although the dose studied did not contribute greatly to the reduction of
body weight, it favored the improvement of the morphometric parameters of the liver,
mainly as regards the accumulation of lipids and absence of cell damage.

Keywords:

Green tea, cafeteria diet, oxidative stress, morphology, hepatocyte



Introducéao

O cha é a segunda bebida mais consumida no mundo, perdendo apenas para a agua
(GRAHAM, 1992; GROVE et al., 2012; NAVARRO et al., 2016). As folhas da arvore
da espécie€Camellia sinensis podem ser processadas de formas diferentes originando
variados tipos de cha. Dentre eles os dois mais consumidos sdo o cha preto e o cha verde
(HUANG et al., 2009). O cha verde € preparado de forma a prevenir a oxidacéo de seus
compostos, fazendo com que contenha altas quantidades de polifendis (GRAHAM,
1992), que sdo agentes que auxiliam na prevencao de doencas relacionadas ao estilo de

vida, como a obesidade e suas comorbidades (NOMURA et al., 2008).

Os polifendis encontrados na planta podem corresponder a 30% do peso seco da
folha deC. sinensis (GRAHAM, 1992). O principal composto, responsavel pelos efeitos
benéficos, é a epigalocatequina-3-galato (EGCG) (GROVE et al.,, 2012), podendo
corresponder a 55% do total de polifendis encontrados nas folhas frescas (PERVA-
UZUNALIC et al., 2006).

Ja foi relatado o efeito do cha verde na reducdo do ganho de peso corporal
(GROVE et al., 2012; JOHNSON; BRYANT; HUNTLEY, 2012; SAMPATH et al.,
2017; WESTERTERP-PLANTENGA, 2010; WESTERTERP-PLANTENGA;
LEJEUNE; KOVACS, 2005), reducéo da glicemia (SAMPATH et al., 2017), resisténcia
a insulina (SAE-TAN; ROGERS; LAMBERT, 2014, 2015), reducdo da massa de
depdsitos de tecido adiposo uni e multiloculares (HUANG et al., 2009; SAE-TAN;
ROGERS; LAMBERT, 2014, 2015), protecdo contra o estresse oxidativo (MOLINA;
BOLIN; OTTON, 2015), aumento na termogénese (DULLOO et al., 1999) e na expressao
de genes relacionados a termogénese adaptativa (NOMURA et al., 2008; SAE-TAN;
ROGERS; LAMBERT, 2014, 2015).

No figado o cha atua auxiliando os mecanismos antioxidantes na protecdo ao
orgao (EL-BESHBISHY, 2005), estando relacionado a menor oxidacdo de DNA e de
lipidios (HASEGAWA et al., 1995; SANO et al., 1995), menor risco de desenvolvimento
de carcinoma hepatocelular (CHALOVICH; EISENBERG, 2005), além de estar
relacionado ao combate de varias doencas hepaticas (JIN; ZHENG; LI, 2008). Apesar

destes efeitos positivos, existem relatos na literatura cientifica de casos de



hepatotoxidade, em humanos e animais de laboratoério, causados por consumo exagerado
de extratos de cha verde ou suas catequinas isoladas, como a EGCG (LAMBERT et al.,
2010; MICHELE MOLINARI et al., 2007; NAVARRO et al., 2016).

Neste estudo utilizamos a dieta de cafeteria (DC) modificada, que consiste em
uma dieta preparada com alimentos para humanos com alto teor de lipidios (MOLINA;
BOLIN; OTTON, 2015). Em relagdo ao chéa verde, o tratamento foi feito na forma de
infusdo, como é consumido por humanos, embora a maioria dos estudos com esta planta

tenha tratado os animais com a folha misturada a dieta.

Visto isso, este trabalho teve o objetivo de examinar o efeito da infusdo de cha
verde no peso corporal, perfil lipidico, estrutura e estresse oxidativo do figado de
camundongos previamente e concomitantemente submetidos a dieta de cafeteria (DC),

além do efeito combinado do chd com uma mudanca de dieta.

Material e métodos
Animais

Vinte e quatro camundongadls musculus) da linhagem C57BL/6 com 30 dias
de idade e pesando 19,50 + 1,09g, foram obtidos do Biotério Central do Centro de
Ciéncias Bioldgicas e da Saude da Universidade Federal de Vigosa. Alocados em gaiolas
metabodlicas com uma cama de maravalha para enriquecimento ambiental, em ambiente
de temperatura (22 = 2 °C), umidade (60-70%) e luz controladas, em ciclo claro-escuro
(12/12h), tendo acesso a alimento e agligbitum. O estudo foi aprovado pela Comisséo
de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Vigosa (CEUA-UFV) e
registrado sob o protocolo n° 73/2015.

Desenho experimental

Apés 3 dias de adaptacéo, todos os animais foram submetidos a dieta de cafeteria
por 12 semanas antes de serem divididos nos grupos experimentais e comecarem a receber
os tratamentos com mudanca de dieta e infusdo de cha verde. Apds as 12 semanas iniciais,
os animais foram divididos em 4 grupos da seguinte forma: controle (G1, n=6), que
continuou a receber DC e recebeu agua destilada (0,5mL), o segundo grupo (G2, n=6)
passou a receber dieta padrao (DP) para roedores e agua destilada (0,5mL), o terceiro
grupo (G3, n=6) recebeu a DC e infusdo de cha verde (ICV) na dosagem de POmg/K

de peso (0,5mL) e o quarto grupo (G4, n=6) recebeu s DFV na dosagem de
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100mg/Kg de peso (0,5mL) . Todos os grupos receberam o tratamento via gavagem na

dosagem especificada, diariamente, e a respectivaadigtatum por 5 semanas.

Dietas

A dieta de cafeteria foi composta de paté de presunto, batata palha, bacon,
mortadela, biscoito de maisena, achocolatado, leite em pé integral e dieta padréo para
camundongos (Presence Ratos e Camundongos®), nas propor¢des (2:1:1:1:1:1:1:1). Os
ingredientes foram triturados em multiprocessador, homogeneizados manualmente,

moldados em pellets de 30g e armazenados a -20°C até o momento de serem utilizados.

Foi utilizada também, a dieta padrdo comercial (Presence Ratos e
Camundongos®). A quantidade de calorias e de macronutrientes das dietas s&o

apresentados na Tabela 01.

Tabela 01.Composicéo das dietas experimentais

Dieta Dieta Padrao * Dieta de Cafeteria **
Kcalorias 380.00 323.71
g/100g %Kcal g/100g %Kcal
Proteinas 23.00 24.21 12.71 15.70
Lipidios 4.00 9.48 15.50 43.07
Carboidratos 63.00 66.31 33.37 41.23
Fibra 5,00 0.00 1,15 0.00

* Informacdes fornecidas pelo fabricante.
** Calculado com base nas informacdes fornecidas pelos fabricantes dos mgsedie

Infuséo de chéa verde

Foram obtidos cinco lotes diferentes de cha ve@denéllia sinensis) da marca
Ledo®— Alimentos e Bebidas (The Coca-Cola Company®). Os lotes foram misturados
(1:1) e a infusdo preparada misturando-se a folha em agua destilada aquecida a 80°C na
propor¢do de 1g de cha para 40mL de agua. A mistura permaneceu infundindo por 20
minutos sob agitacdo com auxilio de um agitador magnético. Apds esse tempo de extracao
a mistura foi filtrada em filtro poroso de O4B, conforme Pervé@lzunali¢ et al. (2006),
e entdo congelada a -80°C e liofilizada. Armazenou-se a -20°C até o momento de
administracédo do tratamento, quando foi resuspendida em agua destilada em temperatura

ambiente.

A prospeccdo fitoquimica qualitativa da ICV foi realizada utilizando-se

cromatofolhas de silica gel. O extrato foi testado para a presenca de taninos, flavonoides,
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cumarinas, saponinas, 0leos essenciais, triterpenos e esteroides, antraquinonas e
alcaloides utilizando reveladores especificos para cada reacdo. Confirmamos a presenca
de catequinas, cafeina e taninos na ICV.

Coleta das amostras e analises biométricas

Os animais foram pesados no primeiro e Ultimo dia de tratamento, assim como no
inicio de cada semana do experimento. Foram anestesiados com ketamina (10mg/Kg de
peso corporal) e xylazina (2mg/Kg de peso corporal) seguido de laparotomia e coleta do
sangue por puncéo cardiaca. O figado foi removido inteiro e pesado em balanca. analitica
Foram separadas trés porcbes do figado, sendo que duas delas foram rapidamente
congeladas em nitrogénio liquido (-196°C) e a outra imersa em solucdo fixadora
Karnovsky (KARNOVSKY, 1965). O indice hepatossomatico foi calculado dividindo-se

o peso do figado de cada animal por seu peso corporal.

Um dos fragmentos de figado congelado foi utilizado para medir a quantidade de
agua por unidade de peso de tecido (mL/g) segundo Novaes e colaboradores (2012). Os

outros foram reservados para analises bioquimicas e morfolégicas.
Andlises bioquimicas

O sangue coletado foi centrifugado a 2000g por 20 minutos a 4°C e o soro foi
utiizado para a quantificagdo das enzimas Fosfatase Alcalina (ALT), Alanina
Aminotransferase (ALP& a Aspartato Transaminase (AST), e para a quantificacdo do
colesterol total e das fracfes, das proteinas totais (TIdtplbumina. As amostras de
soro foram processadas de acordo com as informacgfes do fabricante dos kits de andlise
(Human In Vitro Diagnostics).

Uma amostra de 100mg do figado congelado a -80°C foi homogeneizada em
solucéo tampaéo fosfato (pH 7,0) e centrifugada a 12000a@f¢, por 10 minutos. O
sobrenadante foi separado para ser usado nas determinacdes posteriores. A atividade da
enzima catalase (CAT) foi medida pela taxa de queda do perdxido de hidrogénio
(10nmol/L) em espectrofotdmetro a 240nm por 60 segundos, como descrito por Aebi
(1984). A atividade da enzima superéxido dismutase (SOD) foi determinada em leitor de
ELISA em 570nm de acordo com a capacidade de reducéo da auto-oxidagcéo do pirogalol,
pela catalizacao da reag&o do superoxido) (o peroxido de hidrogénio (DIETERICH

et al., 2000). Ja a atividade da enzima glutationa-s-transferase (GST) foi medida pela
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formacdo do conjugado glutationa-2,4-dinitrobenzeno e estimada pela variacdo da
absorbancia em 340nm por 60s (HABIG; PABST; JAKOBY, 1974). A dosagem do
malondialdeido (MDA) foi realizada segundo a metodologia de Gutteridge and Halliwell
(1990) e determinada em leitor de ELISA em 535nm. Os niveis de proteinas totais no

tecido foram determinados pelo método de Lowry et al., (1994).

Andlise morfométrica do figado

Apés 24h de fixacdo em solucdo de Karnovsky, o fragmento de figado foi
desidratado em soluc@es crescentes de etanol e incluido em glicol metacrilato (Historesin,
Leica®). Para a microtomia foi utilizado um micrétomo rotativo semi-automatico (Leica
® RM2255) e navalhas de vidro (Leica). Foram obtidos cortes semi seriados de 3um de
espessura, respeitande-a distancia de 12 cortes entre eles. As preparacdes foram
coradas com Azul de Toluidina - Borato de Sdédio para as analises morfométricas
enquanto para andlise histoquimica do glicogénio foram utilizados cortes de figado
submetidos a reacao de acido periodico e reativo de Schiff (PAS). Todas as preparacdes
foram montadas com o meio de montagem Entellan (Merck, Frankfurt, Germany). As
preparacdes foram fotografadas em um microscopio de campo claro (Olympus AX 70
TRF, Tokyo, Japan). As analises morfométricas foram realizadas com auxilio do software
Image J 1.48v (National Institute of Health, USA).

A densidade volumétrica dos componentes hepéticos (nucleo e citoplasma de
hepatocitos, outras células, goticulas lipidicas e vasos sanguineos) foi determinada
observando campos histolégicos, com um reticulo de 266 pontos sobre as imagens, até
atingir o somatorio de 1000 pontos por animal em um aumento de 200x (CUPERTINO
et al., 2013).

Para a quantificacdo das inclusfes de glicogénio foi utilizado o mesmo sistema de
teste com 266 pontos sobre os campos histoldgicos, em um aumento de 200x, utilizando
10 imagens por animal, contado os pontos sobre as inclusbes de glicogénio e alculada

proporcao em relacéo a quantidade total de pontos (CUPERTINO et al., 2013).

Andlise estatistica
Todos os dados foram submetidos ao teste de Kolmogorov-Smirnov para analise

de normalidade e posteriormente analisadasdo o teste ANOVA “one way” seguido
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do teste post hoc Holm-Sidak. A significancia estatistica foi estabelecida e@n@%.p

Todos os testes foram realizados no SigmaStat versao 4.0 (Systat).

Resultados
Efeitos nos parametros biométricos

Durante o experimento a ingestao alimentar ndo diferiu entre os grupos (dados
ndo mostrados). Como mostrado na Tabela 2, a mudanga de dieta conseguiu reduzir,
sozinha, 13,23% do peso inicial (G2). A infusdo sozinha ndo apresentou efeitos
significativos, enquanto a combinacdo da mudanca de dieta com a infusdo de cha verde

foi mais eficiente, conseguindo reduzir em 15,10% o peso inicial (G4).

Tabela 02.Parametros biométricos, peso absoluto e relativo do figado dos camundongo

tratados com dieta de cafeteria, dieta padrédo e infusdo de cha verde.

G1 G2 G3 G4
Peso inicial* 30,42 + 2,27 29,78 £2,29 30,31+1,96 29,26 +2,35
Peso final 1 30,03+1,191 25,84 +0,752 29,23 +2,081 24,84 +0,992
Diferenca 1,28% 13,23% 3,56% 15,10%
Peso do figado * 0,98 £ 0,03 1,07 £0,13 1,08 £ 0,044 1,08 £ 0,09
indice hepatossomatico * 2,97 + 0,085 3,24 £ 0,40 3,26 £0,13 3,07 £0,28

Os valores sdo representados pelas médias (n=6) + desvio padrao. As médias foram analisadas pelo teste ANOVA “one

way” seguido do teste post hoc Holm-Sidak. Letras diferentes significam médias estatisticamente diferentes.
G1=DC+HO0O; G2=DP+HO; G3=DC+ICV; G4=DP+ICV.

+ Peso no primeiro dia de tratamento, apds periodo de tratamentad@tende cafeteria.

* Nao houve diferencas significativas entre os grupos (p>0,05).

t Houve efeito sigificativo para a mudanca de dieta (p<0,084)ambinacdo da mudanca de dieta com a infusédo de
cha verde (p<0,001). N&o houve efeito significativo para aéafade cha verde com a dieta de cafeteria (p=0,310) e a
infusdo de cha verde com a dieta padrdo (p=0,374). Os numéiczsiras comparacdes das médias dos pesos finai
com os iniciais dentro de cada grupo- N&o houve diferenca significativa entre as médias (p>0,371H@uve
diferenca significativa entre as médias de peso corporal (p=0,002).

A guantidade de agua no figado (Figura 1) aumentou em funcdo do efeito d
infusdo de cha verde (G3 e G4), enquanto a mudanca de dieta sozinha ndo apresentou
efeitos neste parametro. A combinacdo da mudanca de dieta com a infusdo de cha verde

apresentou um efeito maior no aumento da quantidade de agua no tecido.
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Figura 01. Contetido de &gua no figado (%) de camundongos tratadosetardelcafeteria, dieta padréo e infusdo de
cha verde. Os valores sao representados pelas médias (n=5) com ieepediedo representado pela barra. As médias
foram analisadas pelo teste ANOVAne way” seguido do teste post hoc Holm-Sidak. G1=DC+EO; G2=DP+HO;
G3=DC+ICV; G4=DP+ICV.

* O valor da média foi significativamente diferente da média de G1 (p30,002
** O valor da média foi significativamente diferente da média de G1 (p<0g084a)média de G2 (p= 0,042).

Efeitos nos parametros morfométricos do figado

A analise histomorfométrica, apresentada na Tabela 3, mostrou aumento na
porcentagem de espaco ocupado pelo citoplasma dos hepatdcitos com efeitos
significativos nos grupos que tomaram a infusdo de cha verde (p<0,001). Houve também
aumento no numero de outras células no grupo que foi tratado com a combinacao da
mudanca de dieta com a infusdo de cha verde (G4, p=0,038). Além disso, quanto a
proporcao de gotas lipidicas, a mudanca de dieta proporcionou uma reducao significativa
(p=0,041), bem como a infusdo de ch& verde com a dieta de cafeteria (p=0,008) e a infusdo
de cha verde com a dieta padréo (p=0,019) quando comparados ao G1. Houve, também,
efeito significativo para a combinagédo da mudanca de dieta com a infusdo de cha verde
(p<0,001).

A Figura 2 apresenta fotomicrografias representatieesedcdes de figado dos
grupos experimentais, nota-se uma diferenga nitida entre a quantidade de inclusdes

lipidicas nos hepatocitos em G1 comparado a G4, com redugéo drastica destas inclusdes.
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N&do foram encontradas diferencas significativas entre as porcentagens de
hepatécitos binucleados e nem na relagdo nucleo/citoplasma (p>0,20), bem como na

quantidade de glicogénio no tecido (p=0,402).

Tabela 03. Proporcdes volumétricas dos componentes teciduais hepaticos dos

camundongos tratados com dieta de cafeteria, dieta padrédo e infusdo de cha verde

% Gl G2 G3 G4
Nucleo de hepatdcitos * 9.66 +1.46 10.33+£1.30 10.29+1.44 10.42 £ 0.55
Citoplasma de hepat6citbs 62.24 £+ 4.43 66.62 £ 2.2C¢* 72.00 + 4.08 76.36 £2.32
Outras células 2.62+0.97 3.51 £ 0.68® 2.58 £+ 0.46 3.80 £ 0.66
Inclusdes lipidicas § 16.81 £ 3.3% 10.58 + 4.62 8.37 + 4.3¢°° 3.26 + 3.5¢°
Vasos sanguineos * 8.67 £ 2.4 8.95+2.1¢& 6.70£2.72 6.02 £1.322
Glicogénio * 444 +2.72 14.62 +12.81 5.71+7.13 8.45+6.18

Os valores sdo representados pelas médias (n=6) + desvio padrdo. As médias foram analisadas pelo teste ANOVA “one

way” seguido do teste post hoc Holm-Sidak. Letras diferentes significam médias estatisticamente diferentes.
G1=DC+H0O; G2=DP+HO; G3=DC+ICV; G4=DP+ICV.

* N&o houve diferencas significativas entre os grupos (p>0,05).

t Ndo houve efeito significativo para a mudanca de dieta (p=0,6lbive efeitos significativos nos grupos que
tomaram a infusdo de cha verde (p<0,001) e para a combidaghodanca de dieta com a infusdo de chéa verde
(p<0,001).

+ Nao houve efeito significativo para a mudanca de dieta (p&),kffusdo de ché verde com a dieta de cafeteria
(p=0,927) e a infusdo de ch& verde com a dieta padrac/{80Houve efeito significativo para a combinagdo da
mudanca de dieta com a infusédo de ché& verde (p= 0,038).

§ Houve efeito significativo com a mudanca de dieta (p=0,Gjfusdo de cha verde com a dieta de cafeteria
(p=0,008) e a infusdo de cha verde com a dieta padrad{®Pbem como para a combinag¢do da mudanca de dieta
com a infuséo de ché& verde (p<0,001).
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Figura 02. Fotomicrografias representativas de cortes de figado de camundongtisstraim dieta de cafeteria,
dieta padréo e infusdo de cha verde. Coloragdo: Azul de ToluiBimrato de Sédio—6) Nicleo de hepatdcito; (P)
outras células; (>) Goticulas lipidicask)( Vasos sanguineos. Barra = 40um. G1=D€¥HG2=DP+HO;
G3=DC+ICV; G4=DP+ICV.

Efeitos nos parametros bioquimicos

As analises do estresse oxidativo do figado mostraram um aumento nos niveis do
marcador de peroxidagao lipidica malondialdeido (MDA) apenas no grupo que mudou de
dieta (G2, p=0,033), como mostra a Tabela 04.

Tabela 04.Indicadores do estresse oxidativo no figado de camundongos tratados com

dieta de cafeteria, dieta padréo e infusdo de cha verde

Figado Gl G2 G3 G4

PTNt (mg/ml) * 81,06+ 5,55 78,64+ 2,30 80,32+ 8,23 82,86+ 3,37
CAT (puMol/g/min) * 5,24+ 2,38 6,80+ 1,09 4,64+ 1,26 4,76+ 1,47
SOD (U SOD/mg protein) * 0,18+ 0,013 0,18+ 0,019 0,17+ 0,027 0,16+ 0,016
GST (uMol/g/min) * 3,98+ 1,36 3,86+ 0,41 3,01+ 0,35 3,78+ 0,56
MDA (nMol/mg protein) 0,025+ 0,0013 0,029+ 0,0017 0,024+ 0,0022 0,025 0,0025°

Os valores sdo representados pelas médias (n=6) + desvio padrio. As médias foram analisadas pelo teste ANOVA “one
way” seguido do teste post hoc Holm-Sidak. Letras diferentes significam médias estatisticamente difef@nbés.
proteina total; CAT, catalase; SOD, superoxido dismutase; GST, glutationa-8raseisMDA, malondialdeido.
G1=DC+HO; G2=DP+HO; G3=DC+ICV; G4=DP+ICV.

* N&do houve diferencas significativas entre os grupos (p>0,05).

t Houve efeito significativo para o grupo que mudou de dietag@2033.
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Figura 03. Testes da fun¢do hepética de camundongos tratados com diefetdda, dieta padréo e infusdo de cha verde. Os valores séo
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N&o houve alteracdes nos niveis de albumina (p=0,618) e PTNt (p=0,661) no soro.
Os niveis de colesterol total, HDL, LDL, VLDL e triglicerideos sdo apresentados na
Tabela 05, enquanto os niveis das enzimas indicadoras da funcdo hepética sdo

apresentados na Figura 03.

Tabela 05. Niveis de colesterol total, suas fracdes e triglicerideos no soro de

camundongos tratados com dieta de cafeteria, dieta padrédo e infusdo de cha verde

mg/dL G1 G2 G3 G4
Colesterol total * 115,86 + 14,33 101,86+ 9,92 102,14+ 11,20 104,14+ 15,99
HDL t 80,00+ 9,04 72,71+ 7,48 68,14+ 5,78 67,28+ 13,14
LDL # 26,29+ 5,382b 20,43+ 4,282 26,27+ 6,402 29,43+ 6,45b
VLDL § 9,57 £ 0,53 8,71+ 1,112 7,71+ 1,892 7,43+ 1,51P
Triglicerideos ** 47,29+ 3,122 44,29+ 6,022 38,29+ 8,542 37,00+ 7,23P

Os valores séo representados pelas médias (ndeSyib padrdo. As médias foram analisadas pelo teste ANOV A “one
way” seguido do teste post hoc Holm-Sidak. Letras diferentes significam médias estatisticamente diferentes.
G1=DC+H0O; G2=DP+HO; G3=DC+ICV; G4=DP+ICV.

* N&o houve diferencas significativas entre os grupos (p>0,05).

t Apresentou tendéncia (p=0,064) para reducdo do HDL nos gruposdratad@ ICV (G3 e G4).

t Houve diferenca estatistica apenas entre o grupo que mudou deatteta com ICV e o grupo que mudou de dieta
(G4 e G2) (p=0,41).

§ Houve diferenca estatistica apenas entre o grupo tratado com DCq@i)E que mudou de dieta e foi tratado
com ICV (G4) (P=0,041).

** Houve tendéncia a redugdo no grupo tratado com DC e ICV (G3)d®rMHouve diferencga estatistica entre o grupo
tratado com DC (G1) e o grupo que mudou de dieta e foi tratado cofGH)\(P=0,046).
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representados pelas médias (neehn seu desvio padrio representado pela barra. As médias foram analisadas pelo teste ANOVA “one way”
seguido do testpost hoc Holm-Sidak.Letras diferentes indicam médias diferentes (p<0,05). A — Fosfatase alcalina (ALP). (p<0,01). B —
Aspartato transaminase (ASP). Ndo houveram diferencas estatisticas enéwiass (pr0,550)C — Alanina transaminase (ALT). G2
apresentou diferenca de G3 (p=0,003).
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Discussao

A mudanc¢a na composic¢éo da dieta foi a principal causa da perda de peso, sendo
responsavel pela reducdo de 13,23% (G2). A ICV, por sua vez, contribuiu com
aproximadamente 2% em ambos 0s grupos que a tomaram. Na literatura os resultados
quanto ao peso variam dependendo da dosagem utilizada, podendo chegar a 95,6% na
reducdo do ganho de peso em animais mantidos em dieta hiperlipidica suplementada com
EGCG (75mg/Kg) (SAMPATH et al., 2017). Um dos mecanismos provaveis para a
perda de peso causada pelo cha verde, seria que a EGCG poderia levar a perda de peso
por inibicAo ndo competitiva da acdo da enzima lipase pancreética, levando a uma
diminuicdo na digestao e absorcéo dos lipidios dos alimentos ingeridos, constatado pelo
aumento significativo no conteudo lipidico nas fezes de animais tratados (GROVE et al.,
2012). Porém, os mesmo autores sugerem que este mecanismo pode ndo ser responsavel
isoladamente pelo efeito na reducdo do ganho de peso em estudos utilizando modelos
animais. Por outro lado, as catequinas presentes no cha sdo capazes de inibir a enzima
catecol o-metiltranferase (COMT) de forma a preservar a norepinefrina, neurotransmissor
que estimula a oxidacdo de lipidios e vias de sinalizacdo da termogénese adaptativa,
aumentando assim o0 gasto energético proveniente de gorduras (WESTERTERP-

PLANTENGA, 2010), e assim contribuindo também para a reducéo do peso corporal.

Apesar de dietas com calorias reduzidas resultarem em perda de peso
independente do balanco entre os macronutrientes (MITCHELL et al., 2009), sugerimos
que o fator dieta foi importante nos nossos resultados, ja que a dieta padréo para roedores
€ mais rica em fibras (Tabela 1) que a dieta de cafeteria, podendo assim levar a uma menor

biodisponibilidade de suas calorias.

A combinacéo da dieta padrdao com a ICV promoveu reducéo de 15,10% no peso
ao final de 5 semanas de tratamento, levando-nos a concluir que a infusdo do cha verde
pode auxiliar a perda de peso, quando associada a mudancgas nos habitos alimentares. A
incluséo do chéa na dieta hiperlipidica levou a perda de apenas 3,56% do peso inicial (G3).
Em outro estudo, as folhas do ch&a suplementadas na dieta, associado a atividade fisica
voluntaria promoveu uma reducédo de 27,1% do peso corporal dos camundongos quando
comparados ao grupo controle que ingeria uma dieta com 60% de lipidios (SAE-TAN;
ROGERS; LAMBERT, 2014). Aléem disso, neste mesmo estudo, houve também a

reducdo de indicadores da sindrome metabdlica; a resisténcia a insulina diminuiu em
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65%, assim como a insulina plasmatica e a glicose em estado de jejum teve reducado de
17%. Foi observado também aumento na expressao de genes relacionados a oxidagéo de
acidos graxos, no figado e no musculo esquelético, dos animais tratados com ch& verde
associado a exercicio voluntario (SAE-TAN; ROGERS; LAMBERT, 2014), o que

auxiliou na reducéo do peso corporal.

Importante também destacar que, apesar da redug¢do do peso corporal, houve
manutencdo do peso do figado e aumento da quantidade de agua no 6rgdo nos grupos
tratados com a ICV. Este resultado € coerente visto que houve reducdo da quantidade de
gotas lipidicas hepaticas, aumento do espaco citoplasmatico do hepatécito e manutencao
do indice hepatossomatico, o que comprova néo ter ocorrido edema. Outro estudo, onde
foram utilizadas doses diferentes de extratos de cha verde, também ndo encontrou
diferencas nos pesos do figado (HUANG et al., 2009). Em um estudo recente, a dieta
hiperlipidica (45% das calorias em gorduras) aumentou o peso do figado e o tratamento

com EGCG atuou reduzindo o peso do 6rgao (SAMPATH et al., 2017).

Os componentes do cha podem também atuar como estimulantes do metabolismo
Sabe-se que a cafeina, também encontrada no cha verde, pode atuar como estimulante da
oxidacao lipidica e da termogénese adaptativa (DULLOO et al., 1999; WESTERTERP-
PLANTENGA; LEJEUNE; KOVACS, 2005), sendo um agente potencialmente redutor
de massa corporal por si s6 ou agindo sinergicamente com 0s compostos bioativos
presentes no cha verde (HUANG et al., 2009; NOMURA et al., 2008; WESTERTERP-
PLANTENGA, 2010; WESTERTERP-PLANTENGA; LEJEUNE; KOVACS, 2005).

O periodo de inducdo com a dieta de cafeteria levou o figado dos animais a um
estado de esteatose hepatica, com grande parte dos hepatécitos apresentando inclusées
lipidicas (CHATKIN et al., 2008; SASS; CHANG; CHOPRA, 2005), como apresentado
na Figura 2. A esteatose ocorre quando os niveis de lipidios importados e sintetizados no
figado excedem a taxa de exportacdo e catabolismo (ANSTEE; GOLDIN, 2006). O
tratamento com a infusédo de cha verde conseguiu reduzir em 50,2% (G3) a porcentagem
de gotas lipidicas no tecido hepético, sendo o cha combinado com a dieta responséavel
pela reducao de 80,6% (G4, Tabela 3), revertendo o estado de esteatose para um estado
morfolégico normal do 6rgdo. O cha mostrou-se eficiente na redugédo da quantidade de
inclus@es lipidicas, sendo um potencial agente no controle do estado de esteatose que, se

nao revertido, pode evoluir para cirrose e insuficiéncia hepatica (CHATKIN et al., 2008).
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Tal resultado é pertinente ao aumento do volume de agua no 6rgéo (Figura 1) e
aumento na proporcdo da area ocupada pelo citoplasma (Tabela 3). Estudos com
camundongos alimentados com dieta hiperlipidica indicam que o uso de extratos de cha
verde pode reduzir a formacéo e manutencéo de depdsitos de tecido adiposo, contribuindo
para a diminuicdo destes depédsitos (HUANG et al., 2009; SAE-TAN; ROGERS;
LAMBERT, 2014, 2015) e também para aumento do recrutamento lipidico originario de
outros 6rgdos, como o figado.

Neste estudo observamos que, tanto a mudanca de dieta, de uma dieta rica em
lipidios para uma dieta padréo e o tratamento com ICV atuaram na modificacdo estrutural

do tecido hepatico e influenciaram no estado oxidativo do 6rgéo.

A mudanca de dieta elevou os niveis de peroxidacao lipidica, consequentemente
elevando os niveis de malondialdeido no figado nos animais do grupo que trocou de dieta
e néo foi tratado com o cha. No grupo que alterou sua dieta e foi tratado com a ICV nao
foi detectado niveis superiores de MDA, provavelmente devido a a¢do antioxidante do
extrato (WESTERTERP-PLANTENGA; LEJEUNE; KOVACS, 2005).

O figado atua como protagonista no metabolismo de carboidratos e lipidios, tendo
papel fundamental no metabolismo energético (ANSTEE; GOLDIN, 2006; CUPERTINO
et al., 2013). O acumulo de gordura no figado, configurando a esteatose, € coadjuvante
na patogénese de varias doencas do 6rgdo (ANSTEE; GOLDIN, 2006). Neste estudo
percebeu-se a modificacdo do perfil lipidico, com aumento no colesterol LDL em G4, que
passou por mudanca de dieta e tratamento com ICV. Tal aumento pode ser justificado
pelo incremento do catabolismo energético no figado elevando as particulas LDL, que
por sua vez permanecem por mais tempo no sangue (SBC, 2007). Em contrapartida houve
efeito positivo do ICV, com reducdo do colesterol VLDL e dos triglicerideos totais
também em G4 (Tabela 05).

A mudanca de dieta sozinha e acompanhada pela ICV (G2 e G4) conseguiram
alterar os niveis da ALP aproximando-os da normalidade para a linhagem de
camundongo, porém ainda longe da média da espécie (ALMEIDA et al., 2008). Os
valores de ALT também sofreram alteracdes de forma que o grupo G3 (tratado apenas
com a ICV) diferiu do grupo que mudou apenas de dieta (G2), porém ambas as médias
ndo diferiram do controle (G1). Tais variacdes podem acontecer devido as mudancgas

drasticas nas composic¢des da dieta e modificacdo no estado metabolico dos animais, nao
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significando melhora ou piora na funcéo hepatica. Os dados de ALT tém pouca correlacao
com dados histomorfométricos (OZER et al.,, 2008) e a partir de nossa analise, com
melhora no estado de esteatose, ndo podemos inferir sobre a funcao ja que as médias da

ALT foram proximas entre si e iguais ao controle.

Nossos resultados em conjunto indicam que a ICV na dose testada, apesar de ser
alta e ter concentracdes de extrato correspondente a aproximadamente 1,5L da bebida
preparada da forma convencional como indica o fabricante na embalagem, contribuem
para alterar o metabolismo lipidico de forma positiva, auxiliando na reducdo do acumulo

lipidico no figado sem causar danos ao 6rgéo.

Conclusodes

Os resultados encontrados em nosso trabalho v8o ao encontro de outros estudos
que apontam o ch& verde como um agente antioxidante, que pode ter papel coadjuvante
na perda de peso, sem apresentar efeitos toxicos ao figado em doses comumente utilizadas
por humanos. Somado ao fato de ser amplamente consumido em todo o mundo, o cha
verde pode ser considerado uma opc¢ao de fitoterapico que pode auxiliar no combate a
obesidade e sobrepeso, bem como atuar como coadjuvante no tratamento da esteatose

hepatica.
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4. Consideracoes finais

O projeto proposto no inicio do meu treinamento de mestrado, intitUlfddgos
da ingestdo do cha verde@amellia sinensis) sobre a morfo-fisiologia do tecido
adiposo branco e pardo em camundongos C57BL/6, apo6s a inducao da obesidade”
tinha como principal objetivo avaliar as mudancas ocorridas no tecido adiposo dos
animais submetidos ao tratamento com a infuséo de cha verde. De fato, o experimento foi
desenhado com este propdsito e as andlises aigulensa fim de alcancar os objetivos

deste projeto.

O artigo apresentado contempla um dos objetivos tracados no projeto original, que
consistia na avaliacdo dos possiveis efeitos toéxicos do cha na dose testada. De tal forma,
avaliamos o figado e o rim. Escolhemos apresentar os resultados pertinentes ao figado
por estarem completos e com todas as analises prontas, visto que o treinamento de
mestrado é um periodo curto, com disciplinas, e com desafios que muitas vezes se

colocam frente ao andamento das atividades.

Tais desafios no mestrado me serviram para entrar no ritmo da pesquisa e, um
apos o outro, foram se tornando mais faceis de superar. Trabalhamos em varios
laboratorios com o auxilio e participacdo de varias pessoas, pois ndo é possivel
desenvolver tal trabalho de maneira isolada e independente. Cada pessoa contribuiu de
sua forma com o desenvolvimento do trabalho, seja com as andlises, experimento, escrita

do texto ou no dia a dia da pesquisa.

Ainda ha uma parcela consideravel de trabalho para alcancarmos os objetivos
propostos e estamos trabalhando para o cumprimento de todos eles. Consideramos nao
coletar apenas os Orgaos de interesse para o projeto original, mas também outros que
poderiam sofrer efeitos do tratamento utilizado. Com issdyehbs uma grande
quantidade de material biolégico derivado deste experimento que aguarda consideragdes

sobre viabilidade de analise e podem gerar futuros trabalhos.

Um dos 6rgaos colhidos, o coragdo, ja esta sendo trabalhado, em parceria com
uma estagiaria do curso de Ciéncias Bioldgicas, e esperamos poder com os resultados
advindos desta analise, contribuir para a elaboracéo de uma monografia de conclusdo de

Curso.
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Os depositos de tecido adiposo ja foram processados e ndo aparecem neste
documento final por problemas técnicos com o microscopio onde as laminas foram
fotografadas. Tal problema levou a perda de todas as fotos salvas no computador do
microscopio. Frente a isso, resolvemos focar os esforcos no término do artigo sobre os
efeitos no figado pois o prazo ja estaria curto para refazer as fotos. Apesar disso, com o
trabalho ainda em andamento, estamos produzindo um artigo que respondera as questdes

sobre as modificagBes morfolégicas no tecido adiposo.

Além disso, a pos-graduacéo enquanto formadora de futuros professores do ensino
superior, me deu a oportunidade de desenvolver outros dois projetos de extensdo. Ambos
com uma proposta parecida porém com temas diferentes. Em 2016, no primeiro semestre,
desenvolvi, juntamente com outra estudante de mestrado e dois estudantes do doutorado,
um Curso Ludico de Biologia Celular (CUR-310/2016). Neste projeto tivemos a
participagdo de 90 alunos da disciplina BIO t1Riologia Celular, e apresentamos o
conteudo da disciplina através de metodologias ludicas. Nossos alunos tiveram médias

finais 6% maiores que a média dos alunos que ndo atenderam ao curso.

No segundo semestre, com 0 mesmo grupo somado a mais dois alunos da pos-
graduacéo, desenvolvemos o Curso de Extensdo em Histologia (CUR-530/2016), com 75
alunos matriculados, aberto a todos os interessados no assunto. A proposta foi apresentar
os conteudos da Histologia com metodologias alternativas como filmes e jogos. Tais
projetos nos proporcionaram espacos para aprender e exercitar a pratica docente, além do
estagio em ensino, tdo importantes para futuros professores como nés, alunos da poés-

graduacéo.

O mestrado trouxe vérios desafios e com eles tiramos licbes importantes para a

nossa formacdo. Sem davida, ha, ainda, muito trabalho pela frente.
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