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RESUMO

Este estudo investigou os efeitos agudos do exagimso do cha verde (GTE) e dos
seus constituintes polifendis (-)-epigalocatecirgaito (EGCG) e (-)-epicatecina (EC)
sobre a producdo de testosterona basal e estimdadaélulas de Leydig de ratos
vitro. Células de Leydig purificadas foram incubadas $dworas com GTE, EGCG ou
EC e com o precursor da testosterona androstersedi@n presenca ou auséncia de
ativadores da proteina quinase A (PKA) e da pratejninase C (PKC). O GTE e a
EGCG, mas ndo a EC, inibiram ambas as producodestizsterona, basal e quinase-
estimuladas. Células pré-tratadas por 15 minutos@®E ou EGCG e recuperadas por 1
hora foram submetidas a tratamento com gonadotrofiorionica humana (hCG),
hormonio liberador de gonadotrofinas (LHRH), 220H&Sterol ou androstenediona.
Nestas condicdes o efeito inibitorio do GTE/EGCG smas maiores concentracoes
utilizadas (69,2 e 100g/mL, respectivamente) sob a producéo de testosterstimulada
por hCG/LHRH ou 220HColesterol se manteve, enquaméoa producéo de testosterona
estimulada pela androstenediona retornou para\essndo controle, indicando que o
efeito inibitério sob a funcdo da enzimapiaidroxidesidrogenase (B7HSD) foi
reversivel. Nestas mesmas condicdes de pré-tratamporém utilizando menores
concentracdes de GTE/EGCG (13,8 e @dmL, respectivamente) observou-se que o
efeito inibitorio destes polifendis sobre a produgde testosterona estimulada pelo
220HColesterol foi revertida e até excedeu os sigleicontrole, indicando que o efeito
inibitorio dos polifendis sob a funcdo da enzimeclieagem da cadeia lateral (P450scc)
em mitocondrias foi reversivel. Conclui-se que f@st@s inibitdrios do GTE podem ser
explicados, pelo menos em parte, pela acdo da EG&principal componente, e que a
presenca do grupo galato em sua estrutura pareges@tante para sua alta eficacia na
inibicdo da sintese de testosterona. Os mecanismasvidos nos efeitos do GTE e da
EGCG séo provavelmente diversos e envolvem a #ubéias cascatas de sinalizacdo da
PKA/PKC, assim como a inibicao da funcdo das enzig#b0scc e BFHSD.

Palavras chave:Polifendis do cha verde; Testosterona; Céluldseyeig; PKA; PKC



ABSTRACT

This study investigated the acute effects of greenextract (GTE) and its polyphenol
constituents (-)-epigallocatechin-3-gallate (EGG@Y (-)-epicatechin (EC) on basal and
stimulated testosterone production by rat Leyditsae vitro. Purified Leydig cells were
incubated for 3 h with GTE, EGCG or EC and the aststrone precursor
androstenedione, in the presence or absence ef gitbtein kinase A (PKA) or protein
kinase C (PKC) activators. GTE and EGCG, but not iBRibited both basal and kinase-
stimulated testosterone production. Cells pretceéte 15 min with GTE or EGCG and
allowed to recover for 1 hr were challenged withmiam chorionic gonadotropin (hCG),
luteinizing hormone releasing hormone (LHRH), 22fRyroxycholesterol or
androstenedione. Under these conditions the imdmpéffect of GTE/EGCG at the higher
concentration used (69,2 and 106/mL, respectively) on hCG/LHRH-stimulated or
22(R)-hydroxycholesterol-induced testosterone pectida was maintained whereas
androstenedione-supported testosterone productiomned to control levels, indicating
that the inhibitory effect on B¢fhydroxysteroid dehydrogenase BtASD) function was
reversible. At the same pretreatment conditions bsing lower concentration of
GTE/EGCG (13,8 and 2(g/mL, respectively) the inhibitory effect of thegelyphenols
on 22(R)-hydroxycholesterol-supported testostepmoeluction was reverted to and even
exceeded the control levels, indicating that thahitory effect of polyphenols on the
mitochondrial P450 side-chain cleavage enzyme (8gffunction was reversible. We
conclude that the inhibitory effects of GTE may dlained, at least in part, by its
principal component EGCG and that the presencegallate group in its structure seems
important to its high efficacy in inhibiting testesone production. The mechanisms
underlying the effects of GTE and EGCG are probalbhgrse and involve the inhibition
of the PKA/PKC signaling pathways, as well as thaibition of the regulation of
P450scc and BAHSD function.

Key Words: Green tea polyphenols; Testosterone; Leydig;ceks\; PKC
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1. INTRODUCAO

Apds a agua, o cha é considerado a bebida popw@sr consumida em todo o
mundo. Derivado da plantdamellia sinensisé consumido em variadas partes do globo
em suas trés formas bésicas: cha verde, cha ptia ®olond (Wu et al., 2004). Da
guantidade total de cha produzido e consumido nodmu78% € de cha preto, 20% é de
cha verde e < 2% é de chdotond'. Historicamente o cha verde é o mais consumido no
Japao, China e india, tendo seu consumo, feit@ pirtcultura destes paises nos ultimos
5.000 anos (Mukhtar & Ahmad, 2000; Crespy & Willison, 2004). Recentemente, este
cha tem atraido bastante atencéo dos pesquisaslaie®soda comunidade consumidora
de cha ao redor do mundo, uma vez que beneficiosiram variedade enorme de
patologias, que variam desde canceres até pergastecorporal, tém sido relacionados
ao seu consumo (Zaveri, 2006).

Os trés tipos basicos de cha sédo processados dsrasadiferentes apos a sua
colheita (Graham, 1992). O principal objetivo naducéo do cha verde é a preservacao
das catecinas das folhas em suas formas monomésmado este cha constituido de
folhas frescas colhidas de diferentes partes datgp@amellia sinensissubmetidas a
vapor e, posteriormente secas para prevenir a feag@o e a oxidacdo dos componentes
polifendis. Ja o cha preto passa por diversas t@dpgrocessamento, dentre elas a de
fermentagcdo, que consiste, na verdade, de uma géxidanzimatica dos flavandis a
compostos poliméricos denominados teaflavinas,@ospacteristico deste tipo de cha, e
tearubiginas. O chaoblong é um produto parcialmente oxidado que contém uma
mistura de polifenéis monoméricos e uma grande taglaade de teaflavinas (Mukhtar &
Ahmad, 2000; Matsubara & Rodriguez-Amaya, 2006;e£ia2006).

Segundo Liu (2003), os polifendis fazem parte disqgdiimicos que sao
compostos bioativos presentes nas frutas, vegetaidos. Os fitoquimicos classificam-se
em carotendides, fendlicos, alcaldides, composto#teado nitrogénio e compostos

organo-sulfuricos, conforme esquema exposto na&igu
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Os compostos fendlicos, bastante estudados, possmenu mais anel aromatico
com um ou mais grupo hidroxila acoplado em suauestt e sao categorizados em
acidos fendlicos, flavondides, “stilbenes”, “coummal e taninos. Os flavondides
constituem um grupo dos compostos fendlicos cowidatie antioxidante, presentes nas
frutas e vegetais, e relacionados com reducéo st mpara o desenvolvimento de
diversas doencas cronicas. Mais de 4000 flavondadegentes ja foram identificados e
sua estrutura basica consiste de 2 anéis arom@ficesB) ligados por 3 carbonos que
estdo geralmente num anel heterociclico C (Figura A3 diferencas neste anel
heterociclico os classificam em flavonais, flavgrfessanois, flavanones, antocianidinas
e isoflavondides. Os flavanois, por sua vez, sdopostos pela catecina, epicatecina,

epigalocatecina, epicatecina galato e epigalocseyalato (Liu, 2004).

3!
2' 4!
7 . 4 )
C
0 3
3 4

Figura 2: Estrutura basica dos flavonéides. Extraida deRti Potential Sinergy of
phytochemicals in cancer prevention: mechanisnttida J. Nutr. 2004; 134: 3479-3485.

Entre os varios compostos bioativos, o extratoltdowerde é rico em flavandis,
mais conhecidos como catecinas (30-45%), espeaigme epigalocatecina-3-galato
(EGCG), a qual compreende cerca de 65% das catetmtas (Zaveri, 2006), seguida
em percentual pela (-) epigalocatecina (EGC), épieatecina (EC) e (-) — epicatecina-3-
galato (ECG). Também contém 3-4% de cafeina e % (Jas outras metilaxantinas,
teobromina e teofilina. A estrutura simples dagaats estd demonstrada na Figura 3.
Dois arranjos sdo possiveis, porém a maioria desioas encontram-se na forma de

“epi”catecinas. Quando trés grupos hidroxilas egt@sentes no anel B da estrutura, a
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substancia & conhecida como galocatecina. Outrac@ar € resultado da esterificacdo do
grupo OH no anel pirano (anel C) com &cido gdlifo.estrutura das catecinas,
galocatecinas e catecinas galato estdo ilustrad&gyora 3.

Figura 3: Estrutura basica das catecinas, galocatecinagegicas galato. Para EGCG,
R;= OH e R=Grupo Galoil; para EGC, ROH e R=H; para EC, R=H e R=H; e para
ECG, R=H e R=Grupo Galoil. Extraida de Yang CS, Landau JM. &ffeof tea
consumption on nutrition and health. J. Nutr. 2Q080: 2409-12.

JA4 se sabe que a maioria das propriedades medidilmaicha verde estédo
associadas principalmente com &pi”catecinas e ndo com as catecinas (Nagle et al.,
2006; Zaveri, 2006).

A maioria dos estudos experimentais e epidemiob&gicom extratos do cha
verde tém focado as atividades cardiovascularégaarinogénicas, anti-inflamatérias e
regulatdrias de enzimas antioxidantes produzidéss pmolifendis desse cha (Yang &
Wang, 1993; Katiyar et al., 2000). Estudos expemiais em animais utilizando
biomarcadores de risco de cancer relatam que atexde cha verde ou epigalocatecinas
puras protegem contra a carcinogénese quimica emsvargaos como intestino,
pulmé&o, figado, prostata e mama (Gupta et al., ;2088py & Williamson, 2004).

Estudos adicionais sugerem um papel do ch& vesdasconstituintes na inducéo
da apoptose, inibicdo do crescimento celular, iapgéo da progresséo do ciclo celular,
inibicdo da angiogénese e metastase; e inibicdorekrimento do tumor prostatico em

modelos de animais nos quais o cancer de prostaggige como em humanos (Adhami
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et al., 2003). Em outros modelos animais, o conscrdico das catecinas do cha verde
também diminuiu a incidéncia de artrite induzidlom®lageno (Haqqi et al., 1999).

Com relacdo aos componentes puros do cha verdepndénwu-se que as
catecinas inibem a atividade de uma variedade @émas, tais como: colagenase,
glutationa redutase, glutationa S-transferase hepét®-redutase tipo 1 (Makimura et
al., 1993; Zhang & Das, 1994; Liao & Hiipakka, 199hang et al., 1997), sdo potentes
antioxidantes e alteram algumas propriedades ddasétancerigenas em cultura (Wang
et al., 1996; Vinson et al., 2001; Sun et al., 200Ru et al., 2002; Adom & Liu, 2002;
Adom et al., 2003). Suas acdes envolvem também nuterdcdo de condi¢des
fisiologicas ideais para as células, uma vez qupretegem de dano oxidativo sendo
mais efetivas do que as vitaminas C e E (Rice-Eeara., 1995). Em adicdo ao efeito
antioxidante, estudos demonstram uma atuacdo netetgra das catecinas do cha verde
sobre os mecanismos envolvidos com morte e soléesi& celular no cérebro, em
doencas como: Parkinson, Alzheimer, Huntington eldesse Lateral Amiotrofica
(Mandel et al., 2004; Gouni-Berthold & Sachinid)04). Estudosn vivo e in vitro
apontam também um papel protetor das catecinaseneodegeneracdo, envolvendo
alteracbes nas moléculas sinalizadoras celularess ezias do ciclo celular, ativacdo de
genes importantes para a sobrevivéncia celulaivacab das funcdes mitocondriais
(Mandel & Youdin, 2004). Esses compostos exercemdaaiefeitos modulatorios na
célula por meio de acdes seletivas em diferentespostos de véarias cascatas de
sinalizagcédo de proteinas quinase e lipidios qujrelserando estados de fosforilacdo de
proteinas alvo como proteina quinase C (PKC), itieogjuinase, fosfoinositideo 3-
guinase (Pl 3-quinase), Akt/proteina quinase B /fAkB) e proteina quinase ativada por
mitdégeno (MAP-quinase), e/ou modulando a expregéaaa dessas proteinas (Williams
etal., 2004).

Outros beneficios do cha verde incluem acéo baatar(Stapleton et al., 2004),
anti-HIV (Nance & Shearer, 2003), anti-envelhecitoefEspésito et al., 2002) e
atividade anti-inflamatoria (Dona et al., 2003).

O efeito das catecinas do cha verde no sistemadefar masculino ja tem sido
estudado e demonstrado. Estudos laboratoriais demplogicos sugerem que uma

associacao entre dieta e niveis de andrégenosgitedar o risco para cancer de prostata
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(Ripple et al., 1997; Clinton & Giovannucci, 19%&rkin, 2001). Foi demonstrado que
injecdes parenterais de EGCG por 7 dias foram espde suprimir o crescimento de
tumores prostaticos e de mama em ratos atimicae @fi al., 1995). Em um estudo mais
recente, Kao et al. (2000) analisaram os efeitds@aG sobre os sistemas enddcrinos de
ratos adultos e relataram que ap6s 7 dias de Bgegarenterais de EGCG observou-se
uma reducdo no peso dos testiculos e dos Orgaosiseacessorios (préstata, vesicula
seminal, glandulas prepuciais), assim como, nosisisirculantes de LH e testosterona
em ratos machos intactos. Ainda no mesmo estuda,degerminar se a redugdo no peso
dos 6rgaos sexuais acessorios era devido a redagé@iajda pela EGCG, nos niveis de
androgénios, 0s autores injetaram um grupo de ma@shos com androgénios e/ou
EGCG e observaram que ndo houve reducdo no pestajmo dos ratos tratados com
EGCG mais andrégenos, concluindo, entdo, que doetid catecina do cha verde,
EGCG, sobre o peso de 6rgdos sexuais acessoriasiimas era devido a diminuigdo
dos niveis circulantes de testosterona.

Satoh et al. (2002) estudaram os efeitos da admsigi# oral de um extrato
contendo as catecinas do cha verde denominadeirmtid-60 (P-60) em ratos adultos e
relataram que apds a ingesta oral deste extratd®? p@r8 semanas o0s ratos machos
apresentaram reducao significativa do peso corperdlo peso dos testiculos e da
prostata, além de apresentarem elevados niveislis@og de LH e testosterona. Os
mesmos autores demonstram um efeito inibitorio mambe da ingesta do extrato sobre a
atividade da enzima aromatase causado pela somecdas dos varios constituintes do
P-60, principalmente, pela acdo da EGCG a quakporsavel por 60% deste efeito
inibitério. Os autores sugerem que a inibicao danea aromatase pelas catecinas pode
ser um dos mecanismos responsaveis pelas alterapdésrinas, elevacdo dos niveis
sanguineos de LH e testosterona, observadas ststo e

Embora o efeito antigonadotrofico das catecinahaesido explicado como
secundario a reducao na ingesta de alimentos (Kalg 2000) ou através da inibicdo da
atividade da enzima aromatase nas gonadas demadsos (Satoh et al., 2002), um
efeito modulatério pode estar presente a nivel slar@dogénese gonadal. Pesquisas
recentes demonstram a acgéo inibitéria de outrogepdls como os isoflavondides,

também chamados de fitoestrégenos, sobre a at&vida@nzimas importantes na sintese
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de esterbides sexuais. Foi demonstrado que uma dagt em fitoestrogenos por 5
semanas é capaz de reduzir o peso corporal e fwostd 0s niveis circulantes de
testosterona e androstenediona de ratos machogosad(MVeber et al., 2001),
isoflavondides como a genisteina reduz a expredadenzima de clivagem da cadeia
lateral (CYP11A1 ou P450scc) em mitocondrias delaglde Leydig de ratos adultos
(Svechnikov et al., 2005) e a daidzeina inibe aidstile da enzimaA®-3B-
Hidroxidesidrogenase BBHSD) em células adrenais (Ohno et al., 2002);mragsimo a
genisteina e o resveratrol sdo capazes de inibipeessdo génica do RNA mensageiro da
proteina reguladora aguda da esteroidogénese (SN et al., 2007). Entretanto,
ainda ndo existem evidéncias acerca do efeitooddas catecinas do ch& verde sobre a
esteroidogénese testicular ou sobre as enzimadvetas na producdo de andrégenos
nessas células.

Ja foi bem descrito anteriormente o envolviments dias de sinalizacdo da
proteina quinase A (PKA) e da PKC na producéo dieéaenos nos testiculos (Dehejia
et al.,, 1982; Wanderley & Negro-Vilar, 1996; Joakt 2005); entretanto ndo se sabe
ainda se as catecinas do cha verde podem modtdar\éas. Estudos demonstram que a
EGCG e outros flavonois podem modular a via deligangiio da PKC (Levites et al.,
2003) e da PKA (Lorenz et al., 2004) em outros rfasdanimais.

ANATOMIA DOS TESTICULOS E FUNCOES DAS CELULAS DE LE YDIG

Em todos os mamiferos, os testiculos sdo orgaas,pavoides, envoltos pela
tunica albuginea e divididos em dois compartimerfitoionais: o tecido intersticial
vascularizado e os tubulos seminiferos avascul@®sibulos seminiferos sédo estruturas
contorcidas, conectadas em ambas as extremidadedeatesticular e onde ocorre a
espermatogénese. Na maioria dos mamiferos os #&ibsgminiferos constituem,
aproximadamente, 80% do volume do testiculo; os 29¥%@anescentes sdo compostos de
tecido conectivo de apoio, no qual as células dgligeestdo espalhadas. No interior
desses tubulos encontram-se as células de Sed#slcélulas germinativas em diferentes

estagios de maturacdo. Os espermatozoides saazmosimos tibulos seminiferos e sédo
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drenados da rede testicular via ductos eferentes @apididimo (Christensen, 1975;
Odell, 1988; Setchell & Brooks, 1988).

O compartimento intersticial preenche os espagte ®s tubulos seminiferos e
contém todos os vasos sanguineos e linfaticos,osemacréfagos, mastocitos e as
células de Leydig. Em todas as espécies com sidtefaico extenso, existe abundante
liquido intersticial banhando as células de Leyd@sos sanguineos e o exterior dos
tubulos seminiferos; € através desse liquido qdestms horménios e nutrientes séao
transportados do sangue para as células testisidagatre essas células no interior dos
testiculos (Fawcett et al., 1973).

As células de Leydig encontram-se, geralmentejpaglas ao redor dos capilares
sanguineos situados no tecido conectivo, o quakegado por vasos linfaticos; e sua
principal funcéo € a producdo de testosterona ®®liormonios esterdides necessarios
para a iniciagdo e manutencdo da espermatogéressvblvimento e manutengédo da
genitalia externa e interna, aparecimento das tEafsiicas sexuais secundarias,
desenvolvimento do sistema imuno-esquelético ecédh por retroalimentacdo, do eixo
hipotalamo-hipofisario (Fawcett et al., 1973; Ctamsen, 1975; Odell, 1988; Setchell &
Brooks, 1988).

A funcao normal do testiculo depende das gonafilmohipofisarias e, apesar de
ja se saber que a regulagéo da funcéo testicutape=dominantemente sob o controle da
hipofise, o arranjo anatdomico do testiculo em dommpartimentos, o tecido intersticial e
os tubulos seminiferos, separados pela barreiratoetasticular, indica uma interacao
ativa entre as diferentes células testicularesz(S894).

VIAS DE TRADUCAO DO SINAL HORMONAL NA SINTESE DE
TESTOSTERONA NAS CELULAS DE LEYDIG

O controle da producdo de esterdides pelas célidad eydig é realizado
primariamente pela acdo da gonadotrofina hormouieirlizante (LH), secretado em
pulsos de alta atividade bioldgica pela adenohseddiob o controle da secrecao episodica
do horménio liberador de gonadotrofinas (GnRH olREY (Saez, 1994; De Kretser et
al., 1995;Evans, 1999).
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Ha dois sistemas principais de segundo mensaggi®parecem ser os efetores
da acdo hormonal no testiculo: o sistema do mofaitosiclico de adenosina (AMPc) e
o sistema do diacilglicerol (DAG) e fosfato de ihols(IP;3) (Steele & Leung, 1992).

O LH estimula a funcéo esteroidogénica da célaldeldig através da interacao
com receptores de LH na superficie celular, resdtaprincipalmente, na estimulacdo
de eventos dependentes de AMPc (Dufau & Catt, 19%8)s a ocupacdo dos sitios
receptores de LH nas células de Leydig pelo LH/@otrafina Coridbnica Humana
(hCG), vérios processos sao iniciados na membriasangatica através de uma proteina
ligante de GTP (Proteina G) e que levam a ativagéadenilato ciclase (AC) ligada a
membrana (Dufau et al., 1980, 1984; Dufau, 198&e&@angton & Armstrong, 1988;
Ascoli & Segaloff, 1989). Esta enzima, por sua \@&#alisa a sintese de AMPc a patrtir
de adenosina trifosfato (ATP) no lado citoplasntatda membrana plasmatica (Steele &
Leung, 1992).

O AMPc é o segundo mensageiro que media muita#ficaagbes dependentes de
horménio no metabolismo celular. Esta respostati@ngsacdo hormonal € mediada
através de um aumento nos niveis de AMPc o quakymvez, ativa a PKA dependente
de AMPc (Rommerts et al., 1974; Marsh, 1975; Coekal., 1979; Benninghoff &
Thomas, 2006). O AMPc liga-se as subunidades regida da PKA inativa e promove
sua dissociacdo do complexo, dessa forma permitmdaumento da atividade da
subunidade catalitica a qual, entdo, fosforila yrateina substrato em um residuo
treonina, iniciando o processo de esteroidogénstsmdado pelo LH (Edelman et al.,
1987; Stocco & Clark, 1991; Arakane et al., 1997).

Apesar da regulacdo da esteroidogénese testiattargedominantemente sob o
controle das gonadotrofinas hipofisarias, outrogmidmios e fatores localmente
produzidos, dentre eles o LHRH, podem influencidiferenciacéo da célula de Leydig e
as acOes agudas ou cronicas do LH na esteroidegébefau, 1988; Steele & Leung,
1992; Saez, 1994). O LHRH estimula um outro sistetiea segundo mensageiro
envolvido na esteroidogénese no testiculo; a vie quiliza a hidrolise de
fosfoinosotideos (PPI's), fosfolipideos que conténaclcar mio-inositol como grupo

polar (Berridge & Irvine, 1989).
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Os PPI's ou lipidios de inositol, sdo compostosude esqueleto de glicerol
contendo grupos de acidos graxos nas posicdes2i- & um grupo fosfato acoplado
através de uma ligacdo fosfodiéster na posicaoo 3nia-inositol (Berridge & Irvine,
1989). A hidrolise desses fosfolipidios ocorre @agdio de uma fosfolipase; e no caso dos
PPI's atua a fosfolipase C PPI-especifica ou PLEeBPecifica, que ndo hidrolisa outros
fosfolipidios, tais como a fosfatidilcolina (PC)H& & Choi, 1992). A fosfolipase C beta
(PLCB) faz parte de um sistema de segundo mensagegasaxhente estudado ativado
por receptores que se acoplam por meio de interamdoproteinas G (Dohlman et al.,
1991; Kaziro et al., 1991), e consiste em uma fande enzimas que hidrolizam
fosfolipidios na ligacédo fosfodiéster da posicaa@esqueleto de glicerol (Rhee & Choi,
1992).

Quando o PIP(fosfadilinositol 4,5-bifosfato) é o substrato,num ocorre na via
gue leva a producdo de testosterona estimuladalp#RH, a acdo da P& leva a
formacao de inositol 1,4,5-trifosfato gRe 1,2-diacilglicerol (1,2-DAG) (Rhee & Choi,
1992; Steele & Leung, 1992; Gershengorn & Perlri85).

O IP; pode aumentar a concentracdo intracelular dé Eela mobilizacéo dos
estoques no reticulo endoplasmatico e/ou estimalanmansporte através da membrana
plasmética (Berridge, 1984, 1987; Berridge & Iryih889).

O diacilglicerol, em combinacdo com a fosfatidilsa (OS) e, dependendo do
subtipo de isoenzima, com ou sem elevacdo da coacén intracelular de Ca ativa a
PKC dependente de fosfolipideo (Nishizuka, 198é)ultando na formacdo de um
complexo quaternario altamente ordenado consistiddoKinase, o 1,2-DAG, os
cofatores C¥ e fosfatidilserina, e o substrato (Hannun & BeB8é; Gershengorn &
Perlman, 1995). Outros produtos da membrana celuk@is como o acido aracddnico
(AA) e o fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato (PIP3ambém ativam fisiologicamente a PKC
e sinergizam com o 1,2-DAG para ativar a PKC dméoméaxima (Liu, 1996).

Nos testiculos, a atividade da PKC foi identifeatbs tubulos seminiferos e
células de Leydig, e esta envolvida na regulac&iedecompartimentos testiculares
(Kimura et al., 1984; Galdieri et al., 1986; Nik@aal., 1987), participando na acdo do
LHRH e seus analogos agonistas na secrecdo degandrpela célula de Leydig devido

a fosforilagdo e ativacdo de algumas proteinasicaghs na producdo de esterdides
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(Nikula & Huhtaniemi, 1988; Steinschneider et 4989; Wanderley & Negro-Villar,
1996).

Ja se sabe que a PKA e a PKC ativadas, atuamaneptrte do colesterol
citoplasmético da camada mais externa da mitocdmmlita a mais interna, através da
ativacdo da proteina reguladora aguda da esteéndsg (StAR) (Juengel et al., 1995;
Arakane et al., 1997; Arakane et al., 1998; Jd.e2@05). A principal reacdo enzimatica
na biossintese de esterdides é a conversao dderoldyre em pregnenolona, a qual é
catalizada pela enzima de clivagem da cadeia la(€dP11A1 ou P450scc). Esta
enzima faz parte do sistema enzimatico de clivagencadeia lateral do colesterol
(CSCC) e se encontra localizada no lado da ma#rimémbrana interna da mitocondria
(Kahnt et al., 1974; Stocco & Kilgore, 1988; Sto&&lark, 1996). Entretanto, o passo
mais relevante para a realizacdo desta reacdoge eanirola a esteroidogénese, é o
transporte ou transferéncia do colesterol livrepdsmatico da membrana externa da
mitocondria para a membrana mitocondrial intermaleca P450scc se encontra (Stocco
& Chen, 1991; Stocco & Sodeman, 1991; Stocco & IC14096). Estudos demonstram
gue esta transferéncia é mediada pela ativacaootieima StAR (Clark et al., 1994; Luo
et al., 1998; Stocco, 2000a,b; Manna et al., 2MHnna et al., 2006), a qual é sintetizada
no citoplasma celular em resposta a acdo de hoomégdnadotréficos via AMPc
(Juengel et al., 1995; Sugawara et al., 1997). Apidstizada, a StAR é importada para a
superficie externa da mitocdndria, onde interagen calguns componentes desta
membrana (proteinas, lipidios e outros fatoresh)mpmdo o transporte facilitado do
colesterol citoplasmatico da membrana externa pan@embrana interna mitocondrial
(Kallen et al., 1998; Stocco, 2000b). Uma vez demta mitocondria, o colesterol é
convertido a pregnenolona pela acdo da P450scstaeéetransferida para o reticulo
endoplasmatico liso da célula, onde acontecem gsopaenzimaticos adicionais da
esteroidogénese, que levam a sintese da testast@Papadopoulos, 1993; Payne &
Hales, 2004, Haider, 2004; Haider, 2007) (Figura 4)
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Assim, no reticulo endoplasmatico liso da célulaLdgdig, a pregnenolona é
convertida em progesterona pela acdo das enzim&§-Hidroxidesidrogenase 3
HSD) eA>*isomerase. A progesterona sofre a acéo das entifodsdroxilase e G .o
Liase (P450,) para produzir 17-hidroxiprogesterona ¢qi@H-progesterona) e depois
androstenediona; e a androstenediona €, entdoertiolava testosterona pela acédo da
enzima 1B-hidroxidesidrogenase (BHSD), concluindo assim a sintese de testosterona
testicular (Luo et al., 1996; Payne & Hales, 2004).

Tendo em vista as consideracdes e 0s mecanisn@soamente citados, é de
interesse estudarmos a acdo modulatéria diretaatasinas do cha verde sobre as vias

de traducéo do sinal envolvidas na esteroidogéesseular.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Investigar os efeitos agudos do extrato aquoso hdo werde (GTE) e seus
constituintes polifendis (-)-epigalocatecina-3-talgEGCG) e (-)-epicatecina (EC) sobre

a producéo de testosterona basal e estimuladagletasde Leydig de ratas vitro.

2.2 Objetivos Especificos

* Analisar os efeitos agudos do GTE, da EGCG e dadie a producéao de
testosterona em células de Leydig de ratostro, na presenca de ativadores
diretos e indiretos da PKA e da PKC.

» Estudar os efeitos agudos do GTE, da EGCG e dadbf: & funcdo das
enzimas 1B-HSD e P450scc, em células de Leydig de riatosro.

» Verificar a possivel reversibilidade dos efeitos@®0E, da EGCG e da EC
sobre a producédo de testosterona basal e estimaladeélulas de Leydig de

ratosin vitro.



26

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Ratos machos WistaRatus norvegicus albinpsdultos, com aproximadamente
70-80 dias de idade, com pesos entre 200 e 30 fatilizados nos experimentos. Os
animais foram criados no biotério do DepartamergoFiologia e Farmacologia da
Universidade Federal de Pernambuco, recebendo rahag#@#o livre (racdo Purina para
ratos) e agua filtradad libitum Os animais foram mantidos em sala com iluminagéo
controlada (aproximadamente 12 horas de claro leol@s de escuro) e temperatura que
variava entre 25 e 28 durante todo o ano.

3.2 Reagentes

Albumina sérica bovina (BSA) Fracdo V obtida deddi(Naperville, IL); Acido
tricloroacético (TCA), Alcool etilico P.A., Azidaed sédio, Bicarbonato de Sodio
(NaHCGQ), Cloreto de potassio (KCI) e Cloreto de s6dio@Nabtidos de VETEC; Azul
Tripan, carvdo ativado, Colagenase tipo |, Dextréajdo etilenoglicol bis [§-
aminoetiléter)-N,N,N’,N’-tetracético (EGTA), ForbdR,13-dibutirato (PDBu), Gelatina
tipo Ill, Inibidor da tripsina, Leupeptina, 2,5-tigpnyl-oxazole (PPO), Gonadotrofina
coribnica humana (hCG), °N’-O-dibutiriladenosina-3":5"-monofosfato  ciclico
(dbcAMP), Androstenediona (4-androstene-3,17-dio€), EGCG e 220HColesterol
obtidos de Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO); Me&cultura 199 (Meio 199) obtido
de GIBCO (Grand Island, NY); 2,2’-p-phenylen-bispdenyloxazol) (POPOP) obtido de
MERCK; Percoll obtido de Pharmacia (Uppsala, Swgdér?,6,7 fH] Testosterona
obtida de Amersham International (BuckinghamsHimegland); Hormoénio liberador de
horménio luteinizante (LHRH) obtido de Peninsular(&arlos, CA); Cloreto de célcio
(CaCh), Fosfato de potassio monobéasico ¢RE)y), Fosfato de sdédio dibasico
(NaHPQ,.7H,0), Fosfato de sbédio monobasico (NBEy.H.O), Glicerol e Tolueno
P.A. obtidos de Reagen, 3-(4,5-dimetiltialzolilp2, difeniltetrazdlio (MTT),
Dimetilsufoxido (DMSO) e folhas secas de cha veroedas em comeércio local.



27

3.3 Obtencao do Extrato Aquoso do Chéa Verde (GTE)

As folhas secas de cha verde (5,0g) foram infursdode 5 minutos em 100mL de
agua destilada a uma temperatura de 90°C. Ess@infai misturada durante 30 minutos
por agitacdo magnética e, em seguida, filtradaplwemadante foi considerado extrato
aquoso do ché verde e foi adicionado, em diferatitegdes, diretamente as suspensdes
de células intersticiais testiculaiiesvitro. Para calcular a concentracédo do extrato, 10mL
do mesmo foi evaporado em um forno (XDOdurante uma noite e depois pesado
totalizando 69,2mg. Os extratos aquosos do chaeviEdm preparados no dia dos
experimentos (Wang et al., 1992).

3.4 Obtencéao e purificacdo das células de Leydig

A obtencdo das células intersticiais foi realizadaforme descrito por Hedger e
Eddy (1986) modificado por Wanderley e Negro-VillEr996). Os animais foram
sacrificados por anestesia com éter, e os tessiciaiam rapidamente removidos e
cuidadosamente descapsulados. Em seguida, ositestiescapsulados foram incubados
em uma solucdo enziméatica (2mL/testiculo) contermlagenase (0,5mg/mL), inibidor
de tripsina (0,2mg/mL) e leupeptina (5ug/mL), todbssolvidos em tampéo fosfato-
salina (PBS) (136,9 mM NaCl, 2,68 mM KCI, 8,1 mM ;NRO,.7H,O, 1,47 mM
KH.PQy) contendo albumina sérica bovina (BSA) (1mg/mL)yplDfoi ajustado para 7,4
e a incubacao durou 20-30 minutos em um banho-naaB4°C, sob agitacdo de 90
ciclos/minuto até ocorrer a dispersdo dos tubutosuena massa homogénea. O tecido
disperso foi imediatamente diluido a 50mL com PEBpara diminuir o efeito da
enzima, os tubulos seminiferos foram sedimentadoante 5 minutos e o sobrenadante
foi filtrado através de malha de nylon (80pum) eatiyvcom 5mL de PBS/BSA. O filtrado
foi centrifugado em tubos plasticos de 50mL a 15@@C, durante 15 minutos. O
sobrenadante foi descartado e as células sedinasnaidm ressuspendidas em 5 mL de
M199/BSA contendo NaHC£2,2 mg/mL) e BSA (1mg/mL), com o auxilio de uma
pipeta plastica até que nenhum agregado celulae fossivel. Essa suspensdo foi

cuidadosamente colocada sobre o gradiente de Pdesiiontinuo (20%, 35%, 43%,
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68% e 90%), em seguida, centrifugada a 800xg denddtmin a 28C. Os primeiros 8

mL foram aspirados com seringa de plastico (10 anpgrtir do fundo do tubo — fracédo
contendo as hemacias — e descartados. A fracametidas de Leydig (interface 43-68%)
foi obtida através da aspiracdo dos 8 mL seguiaetésvada duas vezes com M199
contendo 0,1% de BSA e ressuspendidas em M199/66BEm seguida as células
foram contadas utilizando uma camara de Neubaueniero de células a serem
incubadas foi determinado previamente em 0,35 % clulas/0,5mL de meio de
incubacdo. Os procedimentos utilizados foram amglosapelo comité de ética em

experimentacdo animal da Universidade Federal deaRduco, Recife, PE, Brasil.

3.5Secrecao de testosterona vitro

As preparacdes de células intersticiais testicajameriquecidas ou ndo em células
de Leydig (0,35 x 1®@élulas/0,5mL ) foram incubadas por 3 horas com MI®m
extrato aquoso do cha verde (6,92 — 69®y0nL), EGCG (5-20Qug/mL) ou EC (200
ug/mL), sem (producdo basal de testosterona) ou b@@G (1muUl/mL), dbcAMP
(ImM), LHRH (10'M), PDBu (200nM) ou androstenediona (1-aM). As incubacdes
foram realizadas logo apés a obtencdo da suspeeddar, a 34°C sob atmosfera de
95% de Q e 5% de CQ em banho-maria tipo Dubnoff com agitacdo de 6Qosigor
minuto. Para determinarmos a reversibilidade degosf do GTE e da EGCG sobre a
sintese de testosterona, as células também forasnqubadas por 15 minutos com
M199, GTE ou EGCG, depois lavadas com M199, reagaexr por 60 minutos e
incubadas novamente por 2hs com hCG (0,5mUI/mLRHH10°M), androstenediona
(10uM) ou 220HColesterol (2M). Apds o término das incubagfes, as células foram
precipitadas por centrifugacdo (150xg por 15miM°@ e o sobrenadante coletado e
armazenado a -20°C para posterior determinagdestiasterona por radioimunoensaio
(RIA).
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3.6 Viabilidade Celular

Para avaliar os efeitos do GTE e da EGCG sobrahilidade celular, os métodos
do critério de exclusdo do corante azul tripan duggéo do brometo de 3-(4,5-
dimetiltialzolil)-2,5 difeniltetrazolio (MTT) foramutilizados. O critério de exclusdo do
corante azul tripan e a reducdo do MTT sdo métouato utilizados para mensurar a
integridade da membrana plasmética e a funciorddida mitocondria, respectivamente.

O teste de exclusdo pelo corante azul tripan dalizado apds incubacdo das
células por 3 horas com diferentes doses de EGWG 52 e 10(g/mL) e GTE
(69,20g/mL). As células foram incubadas com o corantd &zpan (0,5%) por 20
minutos e a percentagem de células azuis, indicarefdrada do corante pela ruptura da
membrana plasmatica dessas células, foi contadasid&vou-se normal a viabilidade
celular quando 90-95% das células ndo coravamitérdedas ceélulas foi realizada na
camara de Neubauer.

O meétodo do MTT é baseado na redugédo do coramgzd®b amarelo e soluvel
em um composto cristalizado azul escuro (purpuraseltvel, denominado formazan.
Apenas células vivas, com a mitocondria intactiva,asdo capazes de converter o MTT
em formazan (Mosmann, 1983). Para o teste do MEIylas de Leydig (0,35 X
10Pcélulas/mL) foram incubadas com GTE (6&4nL) ou EGCG (10, 50 e 106/mL)
por 2 horas a 34°C sob atmosfera de 95% gle 6% de CQ® em banho-maria tipo
Dubnoff com agitacdo de 60 ciclos por minuto. Ams$e periodo de incubacéo, as
células foram lavadas duas vezes com M199 comatiwbjde remover todo o GTE e a
EGCG e depois foram ressuspendidas em M199u()0(Este procedimento evita a
reacao direta entre os polifendis e o MTT, umag&z ja se sabe que estas substancias
sdo capazes de reduzir o MTT na auséncia de célidas e os resultados obtidos
poderiam nao refletir a real viabilidade celularadiie o teste para determinacdo dos
efeitos dos polifendis sobre as células (Petrg., 2005). Assim, 25L de MTT em PBS
(5mg/mL) foram adicionados a suspensdo de célulasgeido por mais 3 horas de
incubacdo a 37°C. Apés este tempo, as células fgracipitadas por centrifugacéo
(450xg por 5min). Depois o sobrenadante foi degpleze 100l de DMSO foram

adicionados a cada tubo por 12 horas para disso$veristais de formazan formados. A
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leitura da absorbéancia foi mensurada a 630nm eor lde ELISA. Multiplos controles
foram incluidos (tubos sem células e com M199, MTDMSO (tubos brancos) e tubos

com células tratadas com o reagente toxico sap@djhgo)).

3.7 Radioimunoensaio da Testosterona

A testosterona foi determinada diretamente no meimcubacdo (sem extracao).
As amostras do meio de incubacdo foram diluidascabadas com anticorpo anti-
testosterona e 10.000 cpm ({fel]-testosterona a 4°C, durante 16-18 horas, sendo
volume final da reagcdo de 0,32 mL. O tampéo deiengsdlizado foi o PBS — 0,1%
gelatina. O anticorpo anti-testosterona foi deskmdo em coelhos e produzido no
laboratorio da Dra. Maria Inés Wanderley (UFPE3ua diluicdo final no ensaio foi de
1 :5.000.

Uma mistura de carvao-dextrano na concentracaq6®s®% de carvao e 0,0625
de dextrana foi utilizada para remover a testostetivre. Os tubos foram centrifugados
a 1.300 xg, a 4°C, durante 20 minutos. O tracadadd ao anticorpo foi lido em 0,4 mL
do sobrenadante adicionado a frascos de cimilag@itendo 5 mL de solugédo de
cintilagao (3 g de PPO + 0,2 g de POPOP + 20 minei@nol + 980 mL de tolueno). A
leitura foi realizada em um contador de cintilaj§aida (Liquid Scintillation Analyzer).
Foram preparados padrdes de testosterona de 82164, 128, 256 e 512 pg/tubo e
dosados em triplicata. A testosterona das amdsirdsesada em duplicata.

O coeficiente de variagéo intra-ensaio foi de 8gl#coeficiente inter-ensaio foi
de 15,1%.

3.8 Tratamento Estatistico

Os dados experimentais foram expressos como méalidesvio padrdo (meédia +
DP) dos valores obtidos para cada grupo estudaddripiitata e representam o0s
resultados obtidos em, pelo menos, 2 experimentokmees.

A andlise estatistica dos dados foi realizadézatitlo oteste t de Studemara

comparacOes dos valores basais de cada grupo cowmal@®s dos grupos com as
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diferentes concentragfes do GTE, EGCG e EC. Osegtie p < 0,05 (quando indicado)

foram considerados estatisticamente significativos.
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Abstract

This study investigated the acute effects of greanextract (GTE) and its polyphenol
constituents (-)-epigallocatechin-3-gallate (EGG@@Y (-)-epicatechin (EC) on basal and
stimulated testosterone production by rat Leyditsée vitro. Purified Leydig cells were
incubated for 3 h with GTE, EGCG or EC and the assrone precursor
androstenedione, in the presence or absencehef gitotein kinase A (PKA) or protein
kinase C (PKC) activators. GTE and EGCG, but not iBRibited both basal and kinase-
stimulated testosterone production. Cells pretce&ie 15 min with GTE or EGCG and
allowed to recover for 1 hr were challenged withmiamchorionic gonadotropithCG),
luteinizing hormone releasing hormone (LHRHR2(R)-hydroxycholesterol or
androstenedione. Under these conditions the immpieffect of GTE/EGCG at the
higher concentration used (69.2 and 100 pg/mL,ecsgely) on hCG/LHRH-stimulated
or 22(R)-hydroxycholesterol-induced testosteronedpction was maintained whereas
androstenedione-supported testosterone producttomned to control levels, indicating
that the inhibitory effect on Bfhydroxysteroid dehydrogenase fiHMSD) function was
reversible. At the same pretreatment conditions but using lowencentration of
GTE/EGCG (13.8 and 20 pug/mL, respectively) thebitbry effect of these polyphenols
on 22(R)-hydroxycholesterol-supported testostepoeduction was reverted to and even
exceeded the control levels, indicating that tHghitory effect of polyphenols on the
mitochondrial P450 side-chain cleavage enzyme (Bg50function was reversiblgVe
conclude thathe inhibitory effects of GTE may be explained,ledst in part, by its
principal componerEGCG and that the presence of a gallate grous istiticture seems

important to its high efficacy in inhibiting testesone production. The mechanisms
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underlying the effects of GTE and EGCG are probalbhgrse and involve the inhibition
of the PKA/PKC signaling pathways, as well as thaibition of the regulation of

P450scc and BFHSD function.

Introduction

Green tea Qamellia sinensisis one of the most commonly consumed beverages
worldwide. Its active components are reported twehaeveral biological properties,
including cancer chemoprevention, inhibition of grewth of tumor cells and antiviral
and anti-inflammatory activities (Yang et al. 200@ntioxidant activity (Morel et al.
1993; Guo et al. 1996), and inhibitory effects @vesal enzymes, such as aromatase
(Satoh et al. 2002; Goodin and Rosegren 2003)0a1g8in converting enzyme (Actis-
Goretta et al. 2006) and thyroid peroxidase (Divd &oerge 1996). Dried leaves of
Camellia sinensigontain polyphenols (30-36 %), principally flavésyanore commonly
known as catechins (Ahmad and Mukhtar 1999). Thedgminant catechins are
epigallocatechin-3-gallate (EGCG), epicatechin-Bagm (ECG), epigallocatechin (EGC)

and epicatechin (EC).

The effects of catechins on the male reproductiystesn have been described.
Epidemiological and laboratory studies suggest aso@ation between diet and
androgens that can alter prostate cancer risk ([®gtpal. 1997; Clinton and Giovannucci
1998; Parkin 2001; Wang et al. 200&).has been shown that parenteral injection of

EGCG can suppress human prostate and breast tuowathgn athymic mice (Liao et al.
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1995) and reduce the weight of testis and accesspmoductive organs, as well the
circulating level of LH and testosterone in inteat (Kao et al. 2000). Although the anti-
gonadotropic effect of catechins is explained aeeondary effect of EGCG on food
intake (Kao et al. 2000) or on aromatase activgt¢h et al. 2002; Godin and Rosegren

2003), a modulatory function could be present eatethe gonadal level.

Currently there is no evidence for a direct effeicgreen tea catechins on the testicular
steroidogenesis or on the enzymes involved in am®froproduction. Although the
involvement of the protein kinase A (PKA) and giat kinase C (PKC) signalling
pathways on the testicular androgen production éi wnown (Dehejia et al. 1982;
Wanderley and Negro-Vilar 1996), it is not knownettrer green tea catechins modulate
these pathways in Leydig cells. There is evideheg¢ EGCG and others flavonoids can
modulate the PKC (Lin 2002; Levites et al. 2003) BKA signaling pathway in other
animal models (Lin 2002; Lorenz et al. 2004). The &f the present study was to
investigate the direan vitro effect of GTE and its purified catechins on theddand the

PKA- or PKC-stimulated testosterone production diylreydig cells.

Material and Methods

Material

Hank's balanced salt solution (HBSS) and Medium 18&e obtained from Gibco
(Grand Island, NY). Collagenase (Type 1), soybegpdin inhibitor, leupeptin, phorbol

12,13-dibutyrate  (PDBu), human chorionic gonaddtrop (hCG), N,2'-O-
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dibutyryladenosine3’:5’-cyclic monophosphate (dbcRMEC, EGCG from green tea, 3-
(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliurbromide (MTT), dimethylsufoxide
(DMSO), 22(R)-hydroxycholesterol and 4-androsterietglione were obtained from
Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO). Bovine serurbuatin (BSA, fraction V) was
obtained from Miles (Naperville, IL). Luteinizingohmone releasing hormone (LHRH)
was purchased from Peninsula (San Carlos, CA).ofevas purchased from Pharmacia

(Uppsala, Sweden).

Green tea extract (GTE) preparation

Green tea extract was prepared according to Wana. 1992) with slight
modifications. Five grams of dry green tea leavesewinfused for 5 min in 100 ml of
boiling saline water (90°C), allowed to cool to méemperature and then filtered. The
resulting clear solution is similar to tea brewsgiamed by humans. The amount of solid
matter present in the 5 % green tea extract wasrmdated to be 6.92 mg per ml by
drying samples in an oven (overnight at 100 °C) wmighing the dry residuelhe
extracts were prepared fresh on a daily basiss pteparation gave approximately 27 %
of catechins, 8.0 % of caffeine and 0.4 % of theobne. EGCG represeRrt50% of total

catechins (Wang et al.1992).

Animals and Leydig cell-enriched preparation

Adult (70-80 days old) male Wistar rats weighin@02800g were kept in a
controlled environment (temperature, 25-29°C; Bgbih from 5:00 to 18:00 h) with free
access to standard laboratory chow and tap wataation and purification of rat Leydig

cell-enriched preparations were performed as desdriby Hedger and Eddy (1986). The
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rats were killed by ether anesthesia and the testese quickly removed and
decapsulated. The decapsulated testes were indubae enzyme solution of 0.5 mg/mli
collagenase, 0.2 mg/ml soybean trypsin inhibitod & pg/ml leupeptin in Hank’s
balanced salt containing 0.1% BSA (HBSS/BSA), pH, m a shaking water bath (20
min, 90 Hz, 34°C). The dispersed testes were sdggem 50 mL (final volume)
HBSS/BSA and the dissociated tubules allowed tdesé min). The supernatant was
filtered and washed with 5 mL HBSS/BSA. The filiggreell suspension was centrifuged
(150 x g, 15 min, 20 °C), and the pellet was rggsnded in 5 mL HBSS/BSA and loaded
onto the top of a discontinuous Percoll densigdgnt (20%, 35%, 43%, 68% and 90%)
and centrifuged at 800 x g for 30 min at 20 °CllCia the 43-68% interface (specific
gravity: 1.0640-1.0960 g/mL) were collected, washeite with M199 containing 0.1%
BSA, and were re-suspended in M199/0.1% BSA ared usnmediately for the

experiments.

Cell viability

To assess the effects of GTE and EGCG on celllitiabie trypan blue exclusion
and the MTT reduction assays were used. The trypgae exclusion and the MTT
reduction assays are widely used screening methmdsieasure plasma membrane
integrity and an active mitochondrial function resgively. The trypan blue assay was
performed after the period of 3 h incubation olselith the different doses of GTE or
EGCG. Cells were incubated with trypan blue (0,366)20 min and the percentage of
blue cells, indicating a capture of the colorané da plasma membrane rupture, were
counted. 90-95% of no colored cells was consideradnal cell viability. The MTT

assay is based on the reduction of a soluble peallewy tetrazolium dye to water-
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insoluble purple formazan crystals in living ceidossman, 1983). Cells (0.3 x 10IL)
were incubated with GTE ( 691&y/mL) or EGCG ( 10, 50 and 1Q@/mL) for 2 h at 34
°C under 95 % @and 5 % CQ. After this time, the cells were washed twicehaN199
and incubated for 1 h with M199 in order to remtive GTE/EGCG and then the cells
re-suspended in fresh 1010 M199. This procedure avoid a direct reaction lestw the
polyphenols and the MTT. It is known that polyphisncan reduce MTT without living
cells, so that the results obtained may not reflleettrue cell viability to determine the
effect of polyphenols (Peng et al., 2005). ThenuyP%f MTT in PBS (5 mg/mL) was
added to the cell suspensions followed by 3 h ofilbation at 37 °C. After that, the cell
suspensions were centrifuged at 400 x g for 5 e supernatant was removed, and
100 yL DMSO were added to each tube to dissolve formaazastals overnight.
Absorbance was measured at 630 nm in an ELISA readeltiple controls were
included (blank tubes (with no cells) into which dnen, MTT dye, and DMSO were
added or cells treated with the toxic reagent sep@hl %)). The animal care committee

of the Federal University of Pernambuco, Recife, Bfazil, approved all treatments.

In vitro testosterone secretion

Cells (0.3x10° cells/0.5 ml) were treated (incubated) for 3 Hvt199, green tea
extract (6.92 - 692.Qg/ml), EGCG (5-20Qug/ml) or EC (200ug/ml) in the absence or
presence of hCG (1 mlU/ml), dbcAMP (1 mM), LHRH (1), PDBu (200 nM) or
androstenedione (1-1QMM) in a shaking water bath (60 Hz, 34°C) under tamogaphere
of 95% Q and 5% CQ. It is noteworthy that a cup of green tea ext(a60 mL) usually
contains 50-150 mg/mL of tea polyphenols (Sakaraic Okada, 2004). To determine

reversibility of the inhibitory effect of GTE andd@G, the cells were preincubated for
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15 min with M199 GTE or EGCG, washed with fresh moed allowed to recuperate for
60 min, and incubated again for 2 h with 0.5 mUIMIG, 10’ M LHRH, 20 uM 22-
hydroxycholesterol or 1@M androstenedione. This 15 min preincubation pemas
chosen because it was enough to detect the intybétiect of GTE or EGCG on
testosterone production as that seen in afterr®bation (data not shown). At the end
of incubation the cells were centrifuged and theesoatant was collected and stored at —

20°C until the time for testosterone measuremerRIBy

RIA and statistical analysis

Testosterone was measured directly (without extmagtn the incubation medium
by a charcoal-dextran RIA (Niswender et al. 19%®ttemploys H]-testosterone as
tracer and a primary antiserum raised in rabbitsunlaboratory against testosterone-3-
(O-carboxymethyl)oxime:BSA. Intra- and inter-assagfficients of variation were 8.1 %
and 15.1 %, respectively. The testosterone antilstdyved<0.1% cross-reactivity with
androstenedione, dehydroepiandrosterone, andrasterbti-hydroxyprogesteronef3-
estradiol or estrone. None of the substances téstedered with the assays. The data
from the different analyses were reported as themeSEM of triplicate determinations
and were representative of results obtained ieagtltwo similar experiments. The data
were analyzed statistically using the Studetaist. Values of £0.05 were considered to

be statistically significant.
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Results

GTE and EGCG inhibit basal and hCG-stimulated ttstone production

The modulatory effect of GTE and its pure constits (EGCG and EC) was
tested by incubating Leydig cell-enriched preparaiwith GTE or EGCG followed by
determination of testosterone levels in the incobamedium. Cells were incubated with
various concentrations (three different orders agnitude) of GTE or EGCG. In
Figures 1 and 2, Leydig cells were treated with aitdout GTE or the catechins EGCG
and EC, respectively, in the absence and presdno@xamum stimulation by hCG. The
extract and the EGCG produced an inhibitory eftecbasal and stimulated testosterone
production. At 6.92, 69.2 and 698/ml, GTE inhibited basal testosterone levels 52
+ 4.8%, 60.5 £ 3.9% and 93.1 + 0.2% respectivelilevEGCG at 5, 50 and 2Q®/ml
produced 24.0 + 6.7%, 37.9 + 1.4% and 58.2 + 1.4Mibition, respectively. The
inhibitory effect of 6.92, 69.2 and 692g/ml GTE on hCG-stimulated testosterone
production were 11.2 *+ 6.0%, 56.8 = 1.5% and 99.8.G3% respectively, while the
inhibitory effect of 50 and 200g/ml EGCG upon stimulation with hCG was 46.5 + 7.8%
and 98.8% + 0.06, respectively. Exposure to ECQft y/ml showed no significant
inhibitory effect on basal or stimulated testostergroduction. In order to evaluate
whether the effect of GTE or EGCG on testosteraoeyrction was due to a decrease in
cell viability, the trypan blue exclusion and théelMreduction assays were used. The
trypan blue exclusion test for cell viability denstrated that inhibition was not due to the
toxicity of green tea extrager seat the concentrations of 6.9@/ml or 69.2 ug/ml or

due to the toxicity of EGC@er seat any concentration used. This test showed thtaea
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above cited concentrations, the percentages ofyriatecells obtained after 3 h of
incubation were comparable between the green teaceéxor EGCG-treated (91%) cells
and the controls (95%). At the maximum concentraibGTE (692ug/ml), cell viability
was 80% of control; this difference (10-15 % lesable cells compared to the control
group) could have contributed for the observed eBes® in testosterone production. For
this reason this concentration wasn’t used in &rrtbxperiments in the present study.
When measured by MTT reduction, cell viability wast modified by any concentration
of GTE or EGCG used. The two assays for cell vighdemonstrated that inhibition of
testosterone production was not due to the toxafit$ TE (6.92ug/ml or 69.2 ug/ml) or

EGCG (10-10Qug/mL) per se

GTE and EGCG inhibit testosterone production @atiby activation of PKA and PKC

The action of GTE and EGCG was further investigatetthe presence of a direct
PKA activator, docAMP, and of both an indirect agicect PKC activator, LHRH and
PDBu, respectively. Table 1 shows testosterone ymtomh in the presence of each
maximum stimulus alone or with GTE or EGCG. Tesuste production was reduced
completely in all groups (to < 98 % stimulated-estjve basal), regardless of the nature

of the stimulus.

EGCG inhibits the stimulatory effect of androsteoed on testosterone production

To further evaluate the effect of EGCG, the steyg&hic precursor

androstenedione was used to support testosteramukiqiron (a measure of g-HSD
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activity). Androstenedione crosses the cell membramd moves to the smooth
endoplasmic reticulum of Leydig cells where, aftanding to 1PB-hydroxysteroid
dehydrogenase (BMHSD), it is converted to testosterone. Several edoof
androstenedione (1, 5, 10 and2@) were used. These high concentrations were used t
obviate the interference of any endogenous precus® shown in Figure 3, EGCG
decreased the production of testosterone at alcesdrations of the precursor by
approximately 50%. No significant inhibitory effestas observed in cells treated with

EC.

Effect of pretreatment with GTE or EGCG on hCG- biHRH-stimulated and

androstenedione-supported testosterone production

The aim of this experiment was to examine the aleof the inhibitory effect
exerted by GTE or EGCG on hCG- or LHRH-stimulatetd aon androstenedione-
supported testosterone production. The results shiowFigure 4 demonstrate that
pretreatment with GTE followed by 1 h recuperatp@miod induced a 65.3%, 76.1% and
57.7% decrease in the responsiveness to subseguahation with M199, stimulation
with hCG and LHRH, respectively. The pretreatmeithiEGCG followed by a similar
recuperation period induced a 58.4%, 58.7% and%@lécrease in the responsiveness to
subsequent incubation with M199, stimulation wit@G or LHRH, respectively. In
contrast to the effect observed with hCG or LHRi GTE or EGCG pretreatment did
not reduce the responsiveness of Leydig cells tramtenedione. Similar results were

observed with 15 min recuperation period (datasimmwn). These results indicate that
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the inhibitory effect of GTE or EGCG on the stegénic process was reversible only in
the androstenedione to testosterone enzymatic step.

The 22(R)-hydroxycholesterol induced testosteromlyction was examined as
well, to further evidence the involvement of therliea steps (before and after
mitochondrial P450 side-chain cleavage enzyme (Seecatalyzed conversion of
cholesterol to pregnenolone) of the steroidogenicegss in the GTE/EGCG effect.
22(R)-hydroxycholesterol bypasses all signal tran8dn pathways and has access
directly to mitochondria where it is a substrate PFd50scc enzyme (Papadopoulos et al.
1992). The results showed in Figure 4 demonsthateptetreatment with GTE or EGCG
followed by 1 h recuperation period induced a 38.4%%@ 49.2% decrease in the
responsiveness of Leydig cells to subsequent irimrbavith 22(R)-hydroxycholesterol,
respectively. These results evidence that GTE and EGCG also eedlue function of the
P450scc enzyme. However, when we pretreated the wéh lower concentration of
GTE (13.8 pg/mL) or EGCG (20 ng/mL) a complete rawa of the inhibitory effect of
the polyphenols on the 22(R)-hydroxycholesteraluced testosterone production was

observed, and even a stimulatory effect was obddivable 2).

Discussion

In this study the ability of green tea extract érralividual catechins to inhibit
steroidogenesis by rat Leydig ceits vitro was examined through the modification of
testosterone production. It was found that GTE BGCG inhibited basal and stimulated
testosterone production. This indicates that tHecef of GTE or its pure catechin on

testis are direct and clearly independent of arfigces of the drug on the secretion of
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gonadotropin. The concentrations of GTE used in ghesent study (6.92 and 69.2
ug/mL) are within the range of those of pure EGCGLQD pg/mL). These EGCG
concentrations are similar to those used by moghefpublishedn vitro tumor cell
cytotoxicity studies (4.6 to 458 4g/mL), the efficacy of inhibition depending on tbell
type used (I = 10-60 ug/mL) (Yang et al. 2000; Nagle et al. 2008)/hereas
concentrations higher then 4u§/mL have been reffered to decrease cell surg¢ivahg

et al. 2000; Levites et al. 2002; Nagle et al. 200& results of the trypan blue and MTT
tests in our eperimental conditions showed thatréloeiced testosterone production was
not a consequence of a decline in Leydig cell ViigbiThese results were confirmed by
the absence of effect of EC (200 ug/ml). The absearican inhibitory effect of EC on
testosterone production suggests a structure-gctigiationship. Since EGCG and EC
only differ structurally from each other by the peace of a gallate group at 3’ position,
this group seems important for the high efficacyE6CG in inhibiting testosterone
production. This structure-activity relationshipshaeen observed by other authors (Nam
et al. 2001; Hiipakka et al. 2002; Doss et al. 20@nce the inhibition is observed with
EGCG, but not with EC, it cannot be caused by thgomidant properties of these
catechins. The activity of EGCG in whole cells bales that the catechin
interacts/crosses the cell membrane. It has besmErated that tea catechins interact
with lipid bilayers by altering the membrane struetand that the presence of gallic acid
esters in the structure of EGCG is responsibldtohigh affinity with the lipid bilayer
and the high amounts incorporated (Hashimoto etl@89). Recently, a membrane

receptor for EGCG in cancer cells was proposedhibana et al. 2004).
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To investigate the mechanisms of the inhibitoryeefffof GTE or EGCG on
stimulated testosterone production, an establighedtro model was used based on the
ability of hCG/dbcAMP or LHRH/PDBu to stimulate testerone production via
mechanisms involving PKA or PKC pathways activatioespectively (Dehejia et al.
1982; Wanderley and Negro-Vilar 1996). The presdstta showed that the GTE or
EGCG inhibits hCG-, dbcAMP-, LHRH- and PDBu-stintgid testosterone production.
These results suggest that GTE or EGCG act diremtlyLeydig cells to regulate
testosterone secretion at the PKA/PKC level andfa point distal to the activation of
PKA and PKC.

For further study of the effects of EGCG on testaste production (the end
product of the steroidogenic process) the functibthe last enzyme B#hydroxysteroid
dehydrogenase (BHSD) which converts androstenedione to testos&grovas also
examined. To that end, the Leydig cells were intedbavith the direct precursor of the
last metabolic step, androstenedione. The inhipiedfect of EGCG was detected at all
concentrations of androstenedione, indicating that regulation of the PBFHSD is
affected by EGCG and contributes to the reductiothe cell’s steroidogenic capacity.
This effect of GTE or EGCG on the function of thg8-HSD appears to be independent
of their effects on PKA/PKC signaling pathways ar the transference of cholesterol
from the outer to the inner mitochondrial membrahbkis was demonstrated by the
revertion of the inhibitory effect of the GTE or EG on androstenedione-supported and
not on hCG/LHRH-stimulated or 22(R)-hydroxycholestesupported testosterone
production, after a recuperation period followinge tpretreatment with the higher

concentration of GTE(69.2 pg/mL) or EGCG(100 pg/nuisged. It is possible that the
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reversibility on androstenedione-supported testoste production is related to the
constitutively expressed high levels offidSD (Payne and O’Shaughnessy 1996). On
the other side, the results also indicate thatsteeoidogenic step in the mitochondrial
compartment (P450scc function) remained inhibitadthis experimental condition.
However, after the pretreatment with lower conaaian of GTE (13.8 pg/mL) or
EGCG (20 pg/mL) it was observed revertion of th&@dcc function, suggesting that the
effect of inhibition/revertion can be concentratiolependent. Several studies have
addressed the ability of other subclasses of flamto decrease the activity of a variety
of steroidogenic enzymes such as P450scc, P45PdbDc21, PA5011 33-HSD (Wong
and Keung 1999; Le Bail et al. 2000; Krazeisen.e2@01; Ohno et al. 2002; Lacey et al.
2005), aromatase and IHSD (Le Bail et al. 2000; Lacey et al. 2005). Aduhally,
EGCG has been demonstrated to inhibit ovarian aaseaactivity (Goodin and
Rosengren 2003) and estradiol and progesteroneugiod by swine granulosa cells
(Basini 2005). We can not discard also the possibbf an inhibitory effect of
GTE/EGCG on the the regulation of steroidogeniat@acegulatory protein (StAR
protein) (StAR transcription and/or turnover anddang to cholesterol).

Taken together, the present results show that the, @nd its major constituent
EGCG, inhibit testosterone production by rat Leydgdsin vitro and that the inhibitory
effects observed with GTE may be explained, at liegsart, by the EGCG present in this
extract. The results indicate that the mechanisntenying these effects are probably
diverse and involve the inhibition of the PKA/PK@rwaling pathways as well the
inhibition of the regulation of P450scc andpiHSD activity required for hormone

synthesis. The inhibition of the regulation of P4é&c activity could explain the observed
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inhibitory effect of GTE and EGCG on basal testaste production, which is
maintained after a recuperation period of 1 h.

Finally, the data presented here could explairieast in part, the decrease in
testosterone plasma levels observethinivo studies with green tea catechins (Kao et al.
2000) and provide insight into the protective effgmat the catechins exert androgen-

dependent disorders, such as benign prostatic pigséx and prostate cancer.
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Legends

Figure 1. Effect of treatment of Leydig cells with differenbncentrations of GTE on
basal or hCG-induced testosterone production. Igeyills (0.3 x 180.5 ml) were
incubated for 3 h with hCG (1 miU/ml) in the preserand absence of 6.92, 69.2 and 692
ug/ml GTE Results are the mean + SEM of three detetions repeteated in two

different experiments.*p < 0.0001 vs baspl< 0.01 vs hCG*®p < 0.0001 vs hCG.

Figure 2. Effect of treatment of Leydig cells with diffeteconcentrations of EGCG on
basal or hCG-induced testosterone production. lgeysills (0.3 x 180.5 ml) were
incubated for 3 h with hCG (1 mIU/ml) in the preserand absence of 5, 50 and 200
ug/ml EGCG or 200ug/ml EC. Results are the mean + SEM of three detations
repeteated in two different experiments. *p < Ov85basal**p < 0.01 vs basal;®p <

0.001 vs hCG.

Figure 3. Effect of EGCG on the androstenedione-stimulatsiosterone production.
Leydig cells (0.3 x 180.5 ml) were incubated for 3 h with androstenedi@h-20uM) in

the absenceal) and presence of 1Q@/ml EGCG @) or EC (). Results are the mean +
SEM of three determinations repeteated in two wbffe experiments. *p < 0.001 vs

respective androstenedione alorip;< 0.0001 vs respective androstenedione alone.

Figure 4. Effect of 15 min treatment with GTE (69.2 pg/mh)BGCG (100 pg/ml) on
testosterone production following a 1-h recoventaydig cells (0.3 x 1%0.5 ml). To
determine reversibility, cells were rinsed withsineM199 and incubated in M199 for 1 h

before further challenge with hCG (0.5 miU/ml), LHR (0.1 pM), 22(R)-
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hydroxicholesterol (20 uM) or androstenedione |(M) during 2 h. The data represent

the mean = SEM of triplicate determinations.
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CONCLUSOES

- O extrato aquoso do cha verde e a EGCG puranmiéberoducéo basal e estimulada de
testosterona em células de Leydig de ratastro.

- O GTE e a EGCG inibem a funcdo das enzimas P450stB-HSD contribuindo,
assim, na reducéo da capacidade esteroidogéniczldéess de Leydig.

- A presenca do grupo galato na EGCG é importaai@ @ seu efeito inibitorio.

- Os efeitos inibitérios observados com o extrafposo do cha verde podem ser

explicados, ao menos em parte, pela presenca d&EGCseu extrato.



