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RESUMO

A obesidade é considerada um dos principais fatores de risco para
doencas crbnicas ndo transmissiveis como diabetes mellitus tipo 2 (DM2),
doencas cardiovasculares (DCV) e dislipidemias. A paraoxonase 1 (PON1)
plasmatica € uma enzima produzida no figado e liberada para a circulacéo junto
com a lipoproteinas de alta densidade (HDL). Quanto menor a atividade da
PON1, maior o nivel de triacilglicerois (TGC) e lipoproteinas de baixa densidade
(LDL) e menores as taxas de HDL séricos. O extrato do Pu Erh (Camellia sinensis
altamente fermentada) tem sido associado com a diminuicdo dos niveis de TGC
e colesterol total em ratos. Contudo, nenhuma investigacao tem sido feita quanto
a associacao do tratamento com extrato de Pu Erh e atividade da PON1 em
animais alimentados com dieta hiperlipidica. Desta forma, o objetivo deste
trabalho foi avaliar os efeitos do extrato de Pu Erh (Camellia sinensis) no perfil
bioquimico plasmatico, no metabolismo intermediario e na atividade sérica da
PON1 em ratos Wistar adultos, machos, alimentados com dieta hiperlipidica por
13 semanas.

Inicialmente a composicdo do extrato de Pu Erh foi avaliada, assim como a sua
capacidade antioxidante. Apés, 60 ratos Wistar machos adultos (60 dias) foram
distribuidos aleatoriamente em 6 grupos: dieta padrdo e agua (DPA), dieta padréo e
extrato de Pu Erh, dose 1 (1g de cha para 150mL) (DPP1), dieta padréo e extrato de
Pu Erh, dose 2 (2g de cha para 150mL de agua) (DPP2), dieta hiperlipidica e agua
(DHA), dieta hiperlipidica e extrato de Pu Erh, dose 1 (DHPL1), dieta hiperlipidica e
extrato de Pu Erh, dose 2 (DHP2). Foram realizadas semanalmente estimativas de
consumo de liquido e racdo e medidas do peso dos animais. Nas 4, 8 e 12 semanas,

foi realizado teste de tolerancia a glicose (TTG) e calculada a area sobre a curva. Ao



final de treze semanas de tratamento, os animais foram eutanasiados e o0s
experimentos in vitro referentes a oxidagdo de glicose e a lipogénese, no tecido
adiposo branco retroperitoneal (TABr) e no tecido hepatico, e a glicogénese, no
tecido hepatico, foram realizados. Parametros bioquimicos e a atividade da enzima
PON1 foram medidos no so. As concentracdes de glicogénio, lipidios t 3 e
triglicerideos foram medida no tecido hepatico. A andalise do extrato de Pu Erh
demonstrou a presenca de cafeina, epicatequina e catequina, o que € compativel
com o Pu Erh do tipo Rippend. Além disso, o extrato apresentou atividade
antioxidante. A dieta hiperlipidica causou aumento na concentracdo sérica de TGC
e colesterol total, assim como, no risco aterosclerético. O tratamento com extrato de
Pu Erh reduziu significativamente esses parametros. As concentracoes de glicose e
insulina foram aumentadas pela dieta, mas o cha ndo causou retorno aos valores
controle. A dieta hiperlipidica reduziu a oxidacao de glicose e a lipogénese a partir
de *C-glicose no figado e o cha ndo reverteu essa alteracdo. No TABr, a dieta
hiperlipidica também reduziu a lipogénese e a oxidacdo a partir de **C glicose, mas
o cha estimulou a via da lipogénese. Além disso, a dieta causou aumento nas
concentracbes de bilirrubina direta o que indica alteracdo no metabolismo dos
hepatdcitos ou ductos biliares, com possivel comprometimento da fungéo hepatica.
O extrato reduziu esses parametros, mostrando efeito protetor hepatico nas doses
estudadas. O tratamento com extrato de Pu Erh, em doses semelhantes as utilizadas
em preparagbes de chas para humanos, ndo alterou a atividade da PON1
plasmatica. Contudo, apresentou efeito benéfico na dislipidemia induzida por dieta

hiperlipidica reduzindo TGC plasmaticos e risco coronario.



ABSTRACT

Obesity is currently considered a key risk factor for chronic non- communicable
diseases such as type 2 diabetes mellitus, cardiovascular diseases and
dyslipidemia. Plasma paraoxonase 1 (PONL1) is an enzyme produced in the liver
and released into the circulation along with HDL. PONL1 activity is associated with
dyslipidemias. In this regard, the reduction in PON1 activity causes an increase
in the concentrations of triacylglycerols (TGC) and low density lipoproteins (LDL),
as well as a decrease in the concentration of high density lipoproteins (HDL). In
the search for obesity treatments, Pu Erh extract (highly fermented Camellia
sinensis) has been associated with decreased TGC and total cholesterol levels
in rats. However, no investigation has been done regarding the association of
treatment with Pu Erh extract and PON1 activity in animals fed a high-fat diet.
Thus, the aim of this work was to evaluate the effects of Pu Erh extract (C.
sinensis) on the plasma biochemical profile, on the intermediary metabolism and
on the serum activity of PON1 in adult male Wistar rats fed a high-fat diet. Initially,
the composition and antioxidant capacity of the Pu Erh extract was evaluated.
After, 60 adult male Wistar rats (60 days old) were randomly distributed into 6
groups: standard diet and water (SDW), standard diet and Pu Erh extract, dose
1 (1g tea per 150mL of water) (SDP1), standard diet and Pu Erh extract, dose 2
(2g of tea per 150mL of water) (SDP2), high-fat diet and water (HDW), high-fat
diet and Pu Erh extract, dose 1 (HDP1), high-fat diet and Pu Erh extract, dose 2
(HDP2). Estimates of liquid and feed intake and animal weight measurements
were performed weekly. At 4, 8 and 12 weeks, the glucose tolerance tests (TTG)
were performed, and the areas under the curve were calculated. At the end of

thirteen weeks of treatment, the animals were euthanized and the in vitro



experiments were conducted. Glucose oxidation and lipogenesis were analyzed
in both in retroperitoneal white adipose tissue (TABr) and in liver tissues.
Glycogenesis was evaluated only in the liver. Biochemical parameters and PON1
enzyme activity were measured in serum. The concentrations of glycogen, total
lipids and TGC were measured in liver. The analysis of Pu Erh extract
demonstrated the presence of caffeine, epicatechin and catechin, which is
compatible with Rippend-type Pu Erh. In addition, the extract presented
antioxidant activity. The high-fat diet caused an increase in the serum
concentration of TGC and total cholesterol, as well as in the atherosclerotic risk.
Treatment with Pu Erh extract significantly reduced these parameters. Glucose
and insulin concentrations were increased with diet, but Pu Erh treatments were
not able to reverse them. The high-fat diet reduced glucose oxidation and
lipogenesis from 14C-glucose in the liver, yet tea did not reverse these results. In
TABTr, the high-fat diet also reduced lipogenesis and oxidation from 14C glucose,
but tea stimulated the lipogenesis pathway. In addition, the diet caused an
increase in direct bilirubin, which indicates an alteration in the metabolism of
hepatocytes or bile ducts, with possible impairment of liver function. The extract
reduced these parameters, showing a protective effect on the liver at the studied
doses. Treatment with Pu Erh extract, at similar doses to those used in human
tea preparations, did not alter plasma PONL1 activity. However, there was a
beneficial effect on high fat diet-induced dyslipidemia, reducing plasma TGC and

coronary risk.
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1.INTRODUCAO
1.1 Obesidade

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (2000), a obesidade é
caracterizada pelo acumulo de gordura corporal que afeta a saude e causa
alteracdo nas concentracoes de lipidios plasméaticos. Trata-se de um problema
crescente mundial que leva, em geral, a alta morbimortalidade, bem como, a
reducdo na qualidade de vida (HASLAM e JAMES, 2005). Sua causa é um
desequilibrio energético entre calorias consumidas e gastas. Entretanto, sua
etiologia é dificil de identificar, pois se caracteriza como uma doenca multifatorial,
resultado de uma complexa interacéo entre fatores comportamentais, genéticos,
endacrinos, fisioldgicos e psicologicos (ARCARI et al., 2009). A obesidade € um
dos principais fatores de risco para doencas crénicas nao transmissiveis como
diabetes mellitus tipo 2 (DM2), hipertensdo arterial sistémica (HAS), doencas
cardiovasculares (DCV), esteatose hepdtica, dislipidemias, entre outras (KUMAR
et al., 2010; MANNING et al., 2014).

Além de causar danos a saude da populacdo, a obesidade e as
dislipidemias tém causado prejuizos econdmicos e sociais nos ultimos anos. Nos
Estados Unidos, por exemplo, o gasto per capita com um individuo obeso é
aproximadamente 42 a 100% maior do que com um individuo de peso normal
(FINKELSTEIN et al., 2009). No Brasil, estima-se que o Sistema Unico de Salide
brasileiro (SUS) gaste anualmente 3,6 bilhdes de reais por ano com o tratamento
da obesidade e doencas associadas, sendo que as doencas cardiovasculares
sao responsaveis por 67% desses custos (BAHIA et al., 2012).

A incidéncia dessas doencas associadas a obesidade tem despertado a
atencdo da comunidade cientifica. O estudo dos mecanismos pelos quais a

obesidade induz as disfung¢des fisiologicas pode ser facilitado com a utilizacdo
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de modelos animais em ambiente de pesquisa, especialmente roedores. Estes
modelos animais sao normalmente utilizados para estudo do papel da dieta,
fisiopatologia e etiologia da doenca, além de testes farmacoldgicos, por
apresentarem mecanismos promotores de obesidade e de sindrome metabdlica
semelhantes aqueles presentes em humanos (FUCHS et al., 2018).

As dietas hiperlipidicas e hipercaldricas induzem alteragdes no perfil
bioquimico plasmatico em roedores, estando associadas ao desenvolvimento de
dislipidemias, & diabetes melitus e a alterag6es no endotélio vascular com a
formacao de placa aterosclerética. Dentre os lipidios plasmaticos alterados por
dietas hiperlipidicas, destacam-se TGC, colesterol total, lipoproteinas de baixa
densidade (LDL) e lipoproteinas de alta densidade (HDL). Neste contexto, a
enzima paraoxonase (PON), que esta especificamente associada a lipoproteinas
de alta densidade (HDL), hidrolisa perdoxidos de lipideos presentes nas
lipoproteinas de baixa densidade (LDL) (FAROOQUI e FAROOQUI, 2012,
MACKNESS e MACKNESS, 2015; MEYER et al., 2018), prevenindo a formacao
de placas ateroscleroticas (MEYER et al., 2018; CUNHA, 2012; MACKNESS e

MACKNESS, 2015).

1.2 Paraoxonase

A paraoxonase (PON) pertence a familia multigene de enzimas composta
de trés diferentes membros: PON1, PON2 e PON3, que compartilham
consideravel homologia estrutural com atividades desintoxicantes (CUNHA,
2012). As PONSs estéo presentes em diferentes locais, como no soro, no sistema
nervoso e no figado (COSTA et al., 1990; FAROOQUI e FAROOQUI, 2012;
CUNHA, 2012; MACKNESS e MACKNESS, 2015; COSTA et al., 2005). Os

genes das trés enzimas encontram-se alinhados no cromossomo 7 (7¢21.3-
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g22.1), em humanos, e no cromossomo 6, em camundongos (MOYA; MANEZ,
2018). O nome da familia (Paraoxonase) vem da habilidade da PON1, a mais
estudada das trés isoformas, de catalisar a hidrélise e posterior inativacao de
inseticidas e neurotoxinas, como 0s paraoxons e outros organofosforados, em
produtos nado téxicos (ECKERSON et al., 1983; LA DU, 1996). PONL1 foi a
primeira paraoxonase a ser identificada, e € a mais estudada. Ela foi descoberta
por causa de sua capacidade em hidrolisar organofosforados xenobiéticos no
soro humano (MACKNESS et al., 1987; COSTA et al., 2005; CUNHA, 2012).
PONL1 é a principal linha de defesa contra alguns subprodutos de pesticidas
produzidos pelo homem (MEYER et al., 2018). Pessoas com baixa atividade de
paraoxonase parecem estar mais ameacadas quando em contato com o paration

ou pesticidas relacionados (DIEPGEN e MALLINCKRODT, 1986).

A PON1 humana é uma estearase dependente de calcio com 354
aminoéacidos e 43KDa de massa molecular. Esta proteina é produzida no figado,
liberada para a circulacdo associada a particula de HDL e é considerada uma
enzima promiscua que atua em diferentes substratos (MACKNESS e
MECKNESS, 2015; VLACHOS et al., 2006; PRIMO-PARMA et al., 1996). O HDL,
por apresentar ndcleo hidrofébico, estabiliza esta enzima e atua como carreador,
o gue facilita a secrecédo de PONL1 pelo figado. A PON 1 protege a HDL e a LDL

de peroxidacéo lipidica (JAMES E DEAKIN, 2004; MARTINI et al., 2017).

Varias funcoes fisiologicas da PON1 sdo bem conhecidas e descritas para
mamiferos (Figura 1) e incluem a proteg&o contra aterosclerose e ocorréncia de

doencas inflamatérias (COSTA et al., 2005; MACKNESS e MACKNESS, 2015)

Sua atividade é sensivel a diferentes dietas, sendo que a aceleracdo do

estresse oxidativo, induzida pelo aumento de corpos cetdnicos, em jejum
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prolongado, pode contribuir para a diminuicdo da atividade de PON1, pela

(FAROOQUI e FAROOQUI, 2012).

Acoes da PON1:
Inibicao da oxidagao do LDL
Hidrélise de certos
organofosforados
Metabolismo de certos farmacos

.~ ._ PON1émodulada por:

poN1 | | HoL / Quimicos ambientais
Compostos farmacéuticos

----- J Fumar

Dieta

Alcool

Idade

Certas condi¢des fisiologicas/

patolégicas

Figura 1. Efeitos e modula¢cBes bioldgicos de Paraxonasel. Apo Al -
Apolipoproteina do tipo 1. PON1 — paraoxonase 1. Fonte: Adaptado de COSTA
et al. (2005).

Em condicdes fisiolégicas sdo formadas baixas concentracdes de
espécies reativas de oxigénio (ERO) que sdo fundamentais para diversas
funcdes, como a sinalizacdo celular, controle da dindmica mitocondrial,
proliferagcdo e diferenciacdo celulares (MITTLER, 2017; TEIXEIRA, 2018).
Contudo, o aumento nas concentracdes de ERO pode gerar efeitos danosos.
Com a presenca de oxigénio, os radicais livres podem causar a peroxidagéo dos
lipideos de membranas plasmaticas e organelas, sendo que as interacdes de
ERO com lipideos geram peréxidos e, consequentemente, podem desencadear

vias fisioldgicas ou programadas para morte celular (KUMAR et al., 2010). Para
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manter os niveis ideais de espécies reativas de oxigénio, existem substancias
antioxidantes enddgenas responsaveis pela manutencédo dos niveis fisiologicos
destas espécies, que atuam diminuindo ou prevenindo a oxidacdo de substratos.

As DCVs sdo a primeira causa de morte no mundo e, no Brasil, a
aterosclerose é a principal responsavel pela ocorréncia dessas doencas
(SANTOS et al.,, 2011). Nas placas ateroscleréticas, em que a peroxidagado
lipidica estd aumentada, a enzima paraoxonase 1 (PON1) atua como um potente
antioxidante (STRAKOVSKY et al., 2014).

A PON1 esta associada com diversas doencas como Alzheimer, doenca
renal crénica, comprometimento hepético, diabetes mellitus tipo | e Il (FRIDMAN
et al., 2016), depresséo e transtorno bipolar (MOREIRA et al., 2017). Estudos
recentes sugerem a associacao de dislipidemias com a atividade da PON1
plasmatica, sendo que quanto menor a atividade da enzima, maior o nivel de
TGC e LDL e menores as taxas de HDL séricos (CHERAGHI et al., 2017;

FRIDMAN et al., 2016).

1.3 Extrato de Pu Erh

Muitas substancias extraidas de plantas sdo usadas no intuito de tratar a
obesidade ou de prevenir o estabelecimento desta condicdo. Os efeitos
antiobesidade dos chés tém atraido a atencdo de pesquisadores, considerando
gue o cha é uma das bebidas mais consumidas no mundo (TOKIMITSU, 2004;
MOON et al., 2007; CAO et al., 2011). Dentre os diversos chas consumidos no
mundo, o extrato do Pu Erh (Camellia sinensis, fermentada e envelhecida) tem
sido associado com a diminui¢do dos niveis de TGC e CT em ratos (CAO et al.,

2011). Além disso, foi demonstrado o efeito protetor do Pu Erh contra o
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desenvolvimento de esteatose hepética em camundongos alimentados com
dieta hiperlipidica (CAl et al., 2017).

As infusbes produzidas a partir das folhas e brotos da Camellia sinensis
sdo consideradas chas. Existem 12 espécies diferentes desta planta (MENG et
al., 2018) e a provincia de Yunnan na China € o principal local onde ela é
produzida. Os chas diferem dependendo do processamento das folhas: o cha
branco é produzido a partir dos brotos e folhas jovens nao fermentados da planta,
o cha verde é produzido a partir das folhas ndo fermentadas, o cha Oolong é
produzido a partir das folhas parcialmente fermentadas, o cha preto é totalmente
fermentado. O cha conhecido como Pu Erh é altamente fermentado e
envelhecido. No processo de fermentagdo, ocorre a oxidacado enzimatica dos
polifendis do cha levando a formacédo de teoflavinas e taninos, que séao
responsaveis por caracteristicas como a coloracdo e aroma dos chas (CAO et
al., 2011; WAY et al., 2009).

Existem dois tipos de processamento para o extrato ser produzido, gerando
o Pu Erh cru (Raw Pu Erh) e o Pu Erh amadurecido (Rippend Pu Erh). Apés a
colheita, as folhas passam por um rapido processo chamado de “Kill Green”,
tornando-se o Pu Erh cru, que é armazenado e envelhecido. Apds este processo,
as folhas podem ser artificialmente fermentadas por microrganismos, durante o
periodo minimo de 6 meses, produzindo o chd amadurecido (CAO et al., 2013,
ZHANG et al., 2011). Estes dois tipos de chas puros apresentam sabores e cores
de infuséo diferentes (ZHANG et al., 2011). Em ambas as formas, o Pu Erh sofre
oxidacao e fermentacao, causadas tanto por organismos em crescimento no cha,
guanto pela oxidagéo induzida pelos radicais livres (JENG et al., 2007).

Atualmente, a maior parte dos medicamentos utilizados para o tratamento

da obesidade causa inibicdo do apetite por regular a sintese e secre¢do de
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neurotransmissores no hipotalamo. No entanto, esses agentes tém uma série de
limitacOes, como os efeitos colaterais e alta taxa de recorréncia (MANNING et
al., 2014). Portanto, encontrar produtos naturais que possam ser utilizados no
tratamento da obesidade € uma busca que vem despertando o interesse de
pesquisadores no mundo todo.

Alguns estudos demonstraram que o extrato de Pu Erh tem efeitos
biolégicos, tais como a prevencdo do cancer e de doencas cardiovasculares
(ZHAO et al., 2011a; ZHAO et al., 2011b), efeitos antiobesogénicos (CAO et al.,
2011; KUBOTA et al., 2011), antioxidantes (WOJCIECHOWSKI et al., 2011;
WANG et al, 2012), antiviral (PEI et al., 2011) e hipolipidémico (HUANG e LIN,
2012) e hipoglicemiante (DU et al., 2012). Contudo, nenhuma investigagéo tem
sido feita quanto a associacao da obesidade e dislipidemias com a atividade da

PON1 em animais tratados com Pu Erh.

1.4 Hipé6teses

HO: O tratamento com o extrato de Pu Erh ndo promove alteracées nos
lipidios plasmaticos, glicemia, atividade da PON1, metabolismo hepatico e do
TAB apés o tratamento com dieta hiperlipidica.

H1: O tratamento com o extrato de Pu Erh promove alteracdes nos lipidios
plasmaticos, glicemia, atividade da PON1, metabolismo hepético e do TAB apds

o tratamento com dieta hiperlipidica.

2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral
Avaliar os efeitos do extrato de Pu Erh (Camellia sinensis), no perfil

bioquimico plasmatico, atividade da PON1, no metabolismo hepatico e do TAB
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em ratos Wistar adultos, machos, alimentados com dieta hiperlipidica por 13

semanas.

2.2 Objetivos especificos

1) Determinar a concentracdo de fendis totais, cafeina, catequina,
epicatequina e a capacidade antioxidante do extrato de Pu Erh.

2) Estimar o consumo de racgéo, de calorias totais e de calorias de lipidios
durante o tratamento.

3) Estimar o consumo de liquidos durante o tratamento.

4) Realizar teste de tolerancia a glicose (TTG) nas semanas 4, 8 e 12,
durante o periodo de tratamento dos animais.

5) Realizar medidas morfométricas: peso, indices hepatossomatico,
somatico muscular e lipossométicos.

6) Determinar as concentracdes séricas de TGC, CT, HDL, colesterol ndo
HDL, glicose, proteinas totais, bilirrubina direta, alanina aminotransferase (ALT)
e aspartato aminotransferase (AST) e insulina.

7) Estimar os indices de adiposidade e de risco coronario.

8) Determinar a atividade arilesterase da enzima PONL1 sérica.

9) Determinar as concentracdes de glicogénio, TGC e lipidios totais no
tecido hepético apds o tratamento.

10) Avaliar a incorporacéo de “C-glicose em **CO:2 (oxidacédo da glicose),
em 1#C-glicogénio (glicogénese) e em “C-lipidios totais (lipogénese) no tecido
hepatico apds o tratamento.

11) Avaliar a incorporacéo de “C-glicose em **CO: (oxidacdo da glicose)
e em “C-lipidios totais (lipogénese) no tecido adiposo branco retroperitoneal

apos o tratamento.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Anélises do extrato de Pu Erh

3.1.1 Analise da composi¢cdo quimica do extrato de Pu Erh

A presenca de epigalocatequina (EGC), epicatequina (EC),
epigalocatequina galato (EGCG), galato de epicatequina (ECG) e cafeina nas
amostras de extrato de Pu Erh foi determinada por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (High Performance Liquid Chromatography, HPLC) e por andlise de
espectrometria de massa. As analises foram realizadas na Faculdade de
Farmacia da UFRGS em colaborag¢é@o com o laboratorio da Prof.2 Valquiria Linck

Bassani.

3.1.2 Quantificacdo do conteudo fendlico total

A guantificacdo de fendis totais do extrato foi realizada conforme descrito
por Siatka e Kasparova (2010), com pequenas modificacdes (SCHEID et al.,
2013). Para isso, inicialmente misturou-se 0,1 mL de solugdo do extrato
(0,001g/mL) a 7,4 mL de agua, 0,5 mL do reagente de Folin-Ciocalteau (1,3 N)
e 2,0 mL de carbonato de sédio (20%). A mistura foi colocada em banho-maria
(28+2 °C), onde permaneceu por 1h 30min. Apos, a absorbancia da solugéo foi
medida a 750 nm. O teor de fendis totais foi determinado aplicando-se o valor da
absorbéancia do extrato na equacgao da reta obtida a partir da curva de calibracéo,
construida com diferentes concentracdes do padrao fendlico acido galico. Os
resultados foram expressos em mg EAG (equivalentes de acido galico) por mL

de extrato (mg EAG/mL extrato). A analise foi realizada em triplicata.

23



3.1.3 Atividade sequestradora do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil
(DPPH")

Este ensaio foi realizado conforme descrito por Siatka e Kasparova (2010),
com pequenas modificacbes, a fim de determinar a atividade de moléculas
antioxidantes (SCHEID et al., 2013). O radical DPPH*, de colorac&o purpura em
comprimento de onda 515 nm, quando reduzido por substancias antioxidantes
tem sua coloracdo modificada, que pode ser medida espectrofotometricamente
pela reducdo em sua absorbancia, neste mesmo comprimento de onda. O
procedimento experimental consistiu em adicionar 0,1 mL da solu¢cédo aquosa do
extrato e do antioxidante conhecido (Butil hidroxi tolueno, BHT), ambos em
concentracdes entre 25-500 pg/mL, a 0,9 mL de solugdo metandlica de DPPH®
(40 mg/mL). Apds 30 minutos de reacdo em temperatura ambiente (2212 °C), as
absorbancias foram lidas a 515 nm (Espectrofotometro de UV/Visivel Cary® 100,
Varian). O experimento foi realizado em triplicata. A inibicdo percentual da
atividade de eliminagéo de radicais livres de DPPH’ foi calculada usando a
seguinte equacao: % de inibicdo do DPPH'= [(A0-A1)/A0 x 100], onde A0 é a
absorbéancia do controle da reacédo (3 mL de metanol e 1 mL de solugéo de
DPPH*, sem amostra do extrato) e A1 € a absorbancia na presenca do extrato
ou padrdo. Os dados percentuais de inibicdo foram plotados em relacdo a
concentracdo do extrato e o valor de IC50 (inibicdo de 50% da amostra) foi

calculado por andlise de regresséo linear (KROTH et al., 2020).
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3.2 Preparacao do Extrato aquoso de Pu Erh

Para a preparacao do extrato aquoso foi utilizado Pu Erh Original,
comercializado pela empresa Tea Shop® no Brasil. (folhas secas de Camellia
sinensis que passaram por processos de fermentagdo e amadurecimento - cha
do tipo Rippend Pu-Erh, de origem Chinesa). Foi utilizado Pu Erh do mesmo
lote em todos 0s grupos experimentais e durante todo o tratamento (Lote n°
3061).

O extrato aquoso de Pu Erh foi preparado diariamente através de infusdo
em agua filtrada (foi utilizada a mesma &gua oferecida aos animais tratados com
agua - grupos DPA e DHA (conforme descrito no item 3.3.2) a 90°C por 3
minutos, em ambiente escuro. O extrato foi oferecido ad libitum, em garrafas
ambar para evitar sua oxidagédo, nas doses de 6,7mg (P1) e 13 mg (P2) de
extrato/mL (SOSA, 2017; CHOI et al., 2018; ZHANG et al., 2011). As condi¢des
de extracdo foram planejadas para se obter uma grande semelhanca com uma
preparacao de cha real, conforme sugerido para uso humano (CHOI et al., 2018).
O preparo do extrato e a sua administracao foram feitos sempre perto do inicio
do ciclo escuro, ofertando o extrato mais fresco no periodo de maior atividade

dos ratos (ROCHA et al., 2021).

3.3 Procedimentos experimentais in vivo

3.3.1 Animais
Os ratos foram obtidos do Centro de Experimentacdo de Animais de
Laboratério (CREAL) localizado no Campus do Vale da Universidade Federal do

Rio Grande do Sul (UFRGS) e mantidos no Biotério Setorial do Instituto de
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Ciéncias Basicas da Saude (ICBS), da UFRGS. Os animais foram mantidos em
ciclos claro/escuro de 12/12h em salas climatizadas (x22°C). O monitoramento
dos animais foi realizado diariamente, possibilitando a identificacdo de
alteragcOes relacionadas a saude e ao conforto dos mesmos. As instalagbes
utilizadas apresentam-se em conformidade com a Lei Arouca n°® 11.794, de 8 de
outubro de 2008 (BRASIL, 2008) e apresentam credenciamento e
acompanhamento do Conselho Nacional de Controle de Experimentag&do Animal
(CONCEA). (Projeto aprovado pelo CEUA UFRGS n°38712- Anexo 1)

Os ratos foram armazenados em caixas de polipropileno (340 mm de
largura x 410 mm de comprimento x 200 mm de altura), com trés ratos por gaiola.
Os animais chegaram ao Biotério Setorial do Instituto de Ciéncias Basicas da
Saude (ICBS) com 50 dias. Foi feito a aclimatacéo dos animais por 10 dias, onde
foram alimentados com racgdo para roedores — padrdo Nuvilab CR1® (Nutival -
Brasil) e 4gua ad libitum.

Todos os procedimentos foram realizados de acordo com a Resolugéo
Normativa n°13, de 20 de setembro de 2013 (BRASIL, 2013), Resolucao
Normativa n°30, de 02 de fevereiro de 2016 do CONCEA (BRASIL, 2016) e
conforme a Lei 11.794 de 08 de outubro de 2008 (BRASIL, 2008), que estabelece

0s procedimentos para o uso cientifico de animais.

3.3.2 Grupos experimentais

Apés o periodo de aclimatacdo ao Biotério Setorial do ICBS, 60 ratos
machos Wistar de 60 dias foram divididos em 6 grupos: 1) Dieta padrédo + Agua
(DPA); 2) Dieta padréo + Pu Erh (DPP1) — menor dose de Pu Erh (6,7 mg extrato

/mL); 3) Dieta padrdo + Pu Erh (DPP2) — maior dose de Pu Erh (13 mg
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extrato/mL); 4) Dieta Hiperlipidica + Agua (DHA); 5) Dieta Hiperlipidica + Pu Erh
(DHP1) — menor dose de Pu Erh (6,7 mg extrato /mL); 6) Dieta Hiperlipidica + Pu
Erh (DHP2) — maior dose de Pu Erh (13 mg extrato/mL). Para os grupos que
receberam agua, foram utilizados 12 animais por grupo e para 0S grupos que
receberam extrato de Pu Erh, foram utilizados 9 animais por grupo. A 4gua e o
extrato de Pu Erh foram oferecidos ad libitum a todos os grupos durante 13

semanas (Figura 2).

GRUPOS EXPERIMENTAIS

Npind Agua
; ¢ o Dieta | . p 1 o -
d k ; gy Nermal Extrato Pu Erh 1 (P1) SEMANALMENTE
(0 ‘\ > G Extrato Pu Erh 2 (P2) Peso
-- Ingesta de liguido
:‘; ;’ Gk Agua Ingesta de dieta
PATe) | Diea esirato PuEM 1 (P1)

ol Hiperlipidica
oY | Extrato Pu Erh 2 (P2)

INICIO DO
13 semanas

60dias

53dias I
1 1 1
ACLIMATACAOD G TG G

4 semanas 8 semanas 12 semanas

Figura 2. Desenho experimental: descricdo dos procedimentos e dos
grupos experimentais; TTG = teste de tolerancia a glicose P1 = extrato de Pu
Erh na concentracédo de 6,7mg/mL; P2 = extrato de Pu Erh na concentracdo de

13mg/mL.

3.3.3 Dieta dos animais
A composicdo das dietas hiperlipidica e controle estdo descritas nas
Tabelas 1 e 2. A dieta padrdo para roedores utilizada foi Nuvilab ®. A dieta

hiperlipidica foi produzida artesanalmente no laboratério, utilizando os
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componentes descritos nas Tabelas 1 e 2 (VON DENTZ, 2018; VOGT et al.,

2021). As dietas foram oferecidas ad libitum, por 13 semanas, ap0s o periodo de

aclimatacéo.

Tabela 1 Composicéo da dieta hiperlipidica (g/Kg)

Ingredientes g/Kg
Racgéao Nuvilab® 375
Banha 200
Manteiga 50
Margarina hidrogenada 100
Sais 4
Carboximetil celulose 10
Caseina 75
Amido milho 25
Acucar refinado 175

Tabela 2 Composicéo da dieta comercial padréo e hiperlipidica

Nutrientes Comercial Nuvilab® Hiperlipidica
g/100g cal/100g g/100g cal/100g
Proteina 11,75 47,00 8,18 32,72
Carboidrato 64,98 259,92 49,09 196,36
Lipidios 4,48 40,39 31,07 279,63
Umidade 11,34 - 8,19 -
Cinzas 7,46 - 3,47 -
cal/100g 347,24 508,71
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3.3.4 Estimativa do consumo de dieta e de liquido

O consumo de dieta foi estimado semanalmente. Uma vez por semana a
racéo era pesada e, entdo, oferecida aos animais, sendo colocada sobre a grade
nas caixas de polipropileno. Apés 24 horas, a racdo que sobrou sobre a grade
da caixa foi pesada novamente, gerando 0 consumo em gramas por caixa. A
quantidade de racao em gramas foi dividida pelo nUmero de ratos de cada caixa.
Desta forma o consumo de ragdo em gramas foi estimado para cada animal
(CECCONELLO et al., 2014; KUO et al., 2004; HOU et al., 2009). A partir dos
dados de consumo em gramas foram estimados o consumo de calorias totais e
0 consumo de calorias de lipidios consumidos, utilizando os dados da Tabela 2.

O consumo de liquidos foi também estimado semanalmente. Uma vez por
semana, o0 volume de agua ou extrato de Pu Erh era medido e as garrafas
contendo agua ou extrato de Pu Erh eram oferecidas aos animais, sendo
colocadas nas caixas de polipropileno. Apds 24 horas, o volume de liquido era
medido novamente para estimar a quantidade de liquido consumido por caixa. A
guantidade de liquido em mL foi dividida pelo numero de ratos de cada caixa.
Desta forma, o consumo de liquido foi estimado para cada animal. Cabe salientar
gue essa medida € uma estimativa de consumo, pois pequenas quantidades de
alimento ou de liquido podem eventualmente cair dentro da caixa. Sendo que
sempre foi verificado dentro da caixa se havia presenca de restos de alimento

ou liquido.

3.3. 5 Analises do peso dos animais e do ganho de peso
Os animais foram pesados semanalmente para o acompanhamento do

ganho de peso. A pesagem era realizada sempre pela manha. Os animais foram
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pesados antes da eutanasia para avaliagdo do peso no final do tratamento. A
diferenga entre o peso inicial (antes do inicio do tratamento) e o peso final
(medido antes da eutanasia) foi utilizada para calcular o ganho de peso durante

o tratamento (CECCONELLO et al., 2014; VON DENZ, 2018).

3.3.6 Teste de Tolerancia a Glicose

O teste de tolerancia a glicose (TTG) foi realizado em 4, 8 e 12 semanas
de tratamento. Para a realizagdo dos testes, os animais foram submetidos ao
jejum por 8 horas. Apos este tempo, foi realizada puncao caudal e foi mensurada
a glicemia, utilizando glicosimetro (On-Call® Plus Il, Laboratérios Acon). Este foi
considerado o tempo zero do TTG. Apos, foi administrado, por gavagem, uma
solucéo de glicose a 50%, na dose de 1g/kg de peso, e mensurado a glicemia
nos tempos 15, 30, 45, 60, 90 e 120 minutos (MOODLEY et al., 2015; VOGT et
al., 2021). A partir do TTG foi calculada a area sob a curva (AUC, Area Under
the Curve) para cada grupo experimental em cada tempo de tratamento (4, 8 e
12 semanas)

Durante o procedimento de gavagem da solucao de glicose houve um erro
no procedimento experimental, 0 que causou morte de alguns animais. Em

conseqguéncia disso, o numero de animais por grupo € diferente.

3.3.7 Coleta de sangue durante o tratamento

Dois dias ap0s a realizacdo dos procedimentos para o TTG, o sangue dos
animais foi coletado através de puncgéo caudal (nesta coleta os animais estavam
alimentados). O sangue coletado permaneceu a temperatura ambiente por 30
minutos, e foi posteriormente centrifugado para isolamento do soro (420xg por

10 min.). O soro foi armazenado em tubos de polipropileno a -80°C até sua
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utilizacdo. Foram dosados CT e TGC utilizando kits colorimétricos comerciais
(LabTest®, Diagnostica, Brasil), seguindo o protocolo do fabricante. Nesta

coleta, os animais estavam alimentados.

3.3.8 Eutanésia

Os animais foram mortos por decapitagéo em guilhotina para roedores, sem
anestesia, para obtencéo do sangue total e dos tecidos. E importante salientar
que foram realizadas dosagens bioquimicas que podem ser alteradas pela
utilizacdo de anestésicos. Qualquer farmaco utilizado como anestésico poderia
causar alteracdo na homeostase metabdlica. Esta forma de eutanasia € utilizada
por pesquisadores da area de metabolismo de diversos paises e aceita pelas
revistas internacionais indexadas e de alto impacto (BROWN et al., 2005; SAHA
et al., 2005). Os procedimentos de eutanasia foram realizados conforme o guia
de eutanasia da Guide to the Care and Use of Experimental Animals from the

Canadian Council on Animal Care (1993).

3.4 Procedimentos Experimentais

Apoés 13 semanas de tratamento, os animais foram pesados, guilhotinados
e, imediatamente apos a decapitacdo, o sangue, e os tecidos adiposos brancos
retroperitoneal (TABr), subcutaneo (TABs), epididimal (TABe), o tecido adiposo
marrom interescapular (TAM), os musculos sb6leo e gastrocnémio e o figado
foram excisados, pesados, colocados em tubos apropriados e congelados em
nitrogénio liquido ou utilizados imediatamente nos procedimentos experimentais
de incorporacdo de U“C-glicose em #CO2. Os tecidos foram conservados a -

80°C até sua utilizacao.
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3.4.1 Anélises Morfométricas

Os indices sométicos foram calculados dividindo o peso de cada tecido
fresco pelo peso do animal no dia da eutandsia [peso do tecido (g)/peso do
animal (g)]. Foram calculados os indices lipossométicos do TABr, TABSs,
epididimal TABe e TAM. Além disso, foram calculados o indice hepatossomatico
e os indices somaticos dos musculos gastrocnémios e soéleos (foram utilizados
no célculo os musculos das patas direita e esquerda juntos) (SILVEIRA, 2018;

ROCHA et al., 2021).

3.4.2 Analises Bioquimicas Séricas

O sangue foi coletado em tubos com ativador de coagulagdo (BD,
Vacutainer®), centrifugado a 420xg por 10 minutos para a separacao do soro.
As amostras de soro foram divididas e congeladas a -80°C até sua utilizacdo. As
concentracfes séricas de glicose, TGC, CT, HDL, bilirrubina direta, alanina
aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST) foram quantificados
por Kkits comerciais (LabTest®, Diagnostica, Brasil) para analises em
espectrofotometro (Anthos Zenyth 200RT, Bichrom, UK), seguindo o protocolo
do fabricante. A concentracdo de insulina foi calculada por Enzimaimunoensaio
Automatizado - Elisa (Kit Diagnoéstico: IBL International- Tecan

(Hamburg/Germany).
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3.4.3 indices de adiposidade e de risco coronario

O indice de adiposidade (IA) foi calculado segundo Crege et al., (2016) da
seguinte forma: IA= [(colesterol total -HDL) /HDL], sendo os valores de colesterol
total e HDL utilizados no célculo estavam expressos em mg/dL. O indice de risco
coronério (IRC) foi calculado segundo Adeneye et al., (2010) da seguinte forma:

IRC=TGC (mg/dL) / HDL (mg/dL).

3.4.4 Dosagem da PON 1

A atividade da PONL1 sérica foi medida pela taxa de formacéao de fenol
(CHERAGUI et al., 2017). As amostras foram diluidas de seis a dez vezes em
20 mmol/L de tampéo tris base e adicionados ao reagente de trabalho. As
alteracdes na absorbancia a 270nm foram registradas durante 60s. A atividade
da PONL1 foi expressa em U/mL, com base na absortividade molar do fenol a

270nm

3.4.5 Glicogénio hepatico

A extragcdo de glicogénio foi realizada de acordo com o método de Van
Handel (VAN HANDEL, 1965). Fatias de figado foram digeridas com KOH 30%
a 100°C e o glicogénio foi precipitado em solucdo alcodlica, lavado em agua
destilada e convertido a glicose por exposi¢cdo a HCI 4M a 100°C. O conteudo
de glicose apos a hidrdlise acida foi determinado pelo método da glicose oxidase
(Glicose PAP. Liquiform - Kit Labtest) e medido em placas de 96 pocos, utilizando

espectofotdbmetro (Anthos Zenyth 200RT, Bichrom, UK), com comprimento de
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onda de 505nm. Utilizou-se glicogénio de figado de coelho como padrdo. Os

resultados foram expressos como mg% de glicogénio.

3.4.6 Triacilglicerois hepaticos

Para a determinacdo da concentracdo de TGC no figado, amostras do
tecido foram homogeneizadas em salina 0,9% na proporcédo 1:10 e a
concentragcdo foi estimada por meio de kit enzimético comercial (LabTest®,
Diagnédstica, Brasil), seguindo protocolo do fabricante. A leitura
espectrofotométrica foi realizada em espectrofotdmetro (Anthos Zenyth 200RT,
Bichrom, UK). A quantidade de triglicerideos no figado foi expressa em mg de

triglicerideos por 100g de tecido (mg% de triglicerideos).

3.4.7 Lipidios totais hepaticos

Os lipidios totais foram isolados pelo método de Folch (FOLCH, 1956). O
tecido hepéatico foi pesado e homogeneizado com cloroférmio: metanol (2:1). Ao
homogeneizado foi adicionada agua e centrifugado a 500 x g por 10 min. A fase
aguosa foi retirada e este procedimento foi repetido por duas vezes. Apos, a
fracdo contendo os lipidios foi colocada em tubos previamente pesados e
deixada a temperatura ambiente para evaporar por 48h. O conteudo foi pesado

e a quantidade de lipidios avaliada por gravimetria.

3.4.8 Incorporacédo de “C-glicose em *CO2 (Glicdlise)

Os tecidos hepatico e TABr foram coletados imediatamente apds a

decapitacdo e lavados em solugdo fisiolégica gelada. Em seguida, foram
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transferidos para tubos com meio de incubacéo contendo 0,10 uCi de D-U-4C-
glicose e 5 mM de glicose, além de um poco para captacado de CO2 com papel 3
MM-Whatman. A fase gasosa foi substituida com carbogénio (02:COz2, 95:5%
v/v), os tubos foram fechados e vedados. Apés incubacéo a 37°C por uma hora,
a reacao de oxidagcao foi interrompida injetando-se TCA 50% no meio de
incubacdo, através da tampa de borracha, e NaOH nos pocos de captacédo do
CO2. A reacdo de captacdo do *CO:2 ocorreu overnight e a determinagdo da
formacdo de *CO: foi feita de acordo com Torres et al., (2001). O contelido de
CO: foi medido em contador LKB-Wallac com 95% de eficiéncia. Os resultados
estdo expressos como pmol de *C-glicose incorporada em 4CO:2 por grama de

tecido por hora (BUENO et al., 1994).

3.4.9 Incorporacdo de *C-glicose em “C-lipidios totais (Lipogénese)

Apds o ensaio de converséo de glicose a COz, os tecidos foram destinados
para a avaliacdo da producao de lipidios a partir de glicose marcada, sendo que
a massa de tecido destinada para este fim foi novamente verificada por
pesagem. Os tecidos foram homogeneizados em solucdo de cloroférmio-
metanol (2:1) (FOLCH et al., 1957). Apés, foi adicionada solucéo salina (NaCl
0,9%) e os tubos centrifugados por 10 min a 2000 rpm. A fracdo de cloroférmio
foi coletada para leitura. Este processo foi repetido 3 vezes e procedeu-se a
contagem da radioatividade no contador LKB-Wallac com 95% de eficiéncia. A
lipogénese a partir de glicose esta expressa como pmol de “C-glicose convertido

em 1%-C lipideos por grama de tecido por hora.
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3.4.10 Incorporacéo de **C-glicose em “C glicogénio (Glicogénese)

As amostras de figado que passaram pelo protocolo de oxidag&o foram
transferidas para tubos de vidro contendo 1 mL de KOH 30% e, entdo, fervidas
em banho de agua quente a 100°C durante 1 hora. Apés foram adicionados aos
tubos 1 mL de etanol 96° e 50 pL de Na2SOs4 35% para a precipitacdo do
glicogénio. As amostras foram entdo centrifugadas a 1500g por 10 minutos, o
sobrenadante descartado e o precipitado ressuspenso em 0,2 mL de &gua
destilada. A solucao foi transferida para outros frascos contendo 2,5 mL de
liquido de cintilagé@o e a radioatividade foi mensurada utilizando um contador de
cintilacdo liquida (LKB-Wallac, Perkin Elmer, Waltham, MA, USA). A quantidade
de glicogénio produzido a partir de glicose é expressa em nmol de **C de glicose
incorporada a *C-glicogénio por g de tecido, por hora (WRENDENBERG et al.,

2006).

3.5 Estatistica

A normalidade dos dados foi verificada pelo teste de Kolmogorov-Smirnov.
Os dados paramétricos foram submetidos a analise de variancia de duas vias
(Two Way ANOVA) seguida pelo teste de Tuckey. Os dados ndo paramétricos
foram avaliados por Kruskall-Wallis seguido pelo post hoc Dunn. Para andlise
dos consumos das dietas e dos liquidos foram utilizadas analises de medidas
repetidas (Anova de duas vias seguido do teste de Tuckey ou teste de Friedman,
seguido pelo teste de Dunn). A significAncia aceita foi de p<0,05 e os testes

foram realizados utilizando o programa GraphPad Prism, versao 8.0. Os dados
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estao representados por meio de tabelas e graficos. Para os dados paramétricos,
foi utilizada a média + erro padrdo da média (EPM), e para os dados nao-
paramétricos, a mediana e o intervalo interquartil (5-95%). As andlises das éreas

sob as curvas foram realizadas segundo Gagnong e Peterson (1998).
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4. RESULTADOS

4.1 Composicao do Extrato Aquoso do Pu Erh

Por meio das andlises realizadas, utilizando cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC, High Performance Liquid Chromatography) e espectrometria
de massa, foram identificados, no extrato de Pu Erh (Camellia sinensis), cafeina,
epicatequina e catequina (Tabela 3 e Figura 3). Epigalocatequina galato,
galocatequina galato e epicatequina galato ndo foram identificadas no extrato
por analise de espectrometria de massa (Figura 3). A concentracdo de fendis
totais foi de 29,94 mg EGA/g de extrato (Tabela 3), sendo os principais fenois a
epicatequina e a catequina (Figura 3). A capacidade antioxidante do extrato de
Pu Erh foi avaliada por meio da atividade sequestradora do radical 2,2-difenil-1-
picril-hidrazil (DPPH") e foi 6 vezes mais potente que a atividade do padréo BHT.
Além disso, o extrato fresco apresentou atividade antioxidante 9 vezes maior

comparado ao extrato 24h apds sua preparacao (Tabela 3).

38



Tabela 3. Componentes do extrato aquoso de Pu Erh (Camellia sinensis).

Padréo de
Componentes Pu Erh 1 Pu Erh 2 Antioxidante

(BHT)
Cafeina 46,08 pg/mL 62,41 pg/mL :
Epicatequina 3,16 pg/mL 6,2 ug/mL }
EGCG ND ND -
GCG ND ND -
ECG ND ND -
Fenois totais 29,94 + 1,081 - -
DPPH-" (extrato fresco) 5,00 - 30,00
DPPH* (extrato 24h) 45,00 - -

As unidades sdo expressas como: pug/mL (cafeina e epicatequina); mg EGA
(equivalentes de acido galico)/mL extrato (Fendis totais), ug/mL (DPPH"); DPPH*
(extrato 24h) = extrato avaliado 24h apos ser feito. ND = ndo detectado. Valores
de fendis totais sdo expressos pela média + EPM (n=3). Butil hidroxi tolueno,
BHT, EGCG, epigalocatequina galato; GCG, galocatequina-galato; ECG
epicatequina galato; P1 = extrato de Pu Erh na concentracdo de 6,7mg/mL; P2
= extrato de Pu Erh na concentracédo de 13mg/mL.
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Figura 3. Composi¢cdo quimica do extrato de Pu Erh. O [M-H] + m/z (relagédo
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4.2 Consumo estimado de liquido

Foi avaliado semanalmente o consumo de liquido (Figura 4A).

Animais alimentados com dieta padrao e tratados com extrato de Pu Erh
nas duas concentragfes estudadas consumiram o mesmo volume de liquido que
0s animais tratados com agua. Da mesma forma, nos animais tratados com dieta
hiperlipidica, o tratamento com extrato de Pu Erh ndo alterou a ingestdo de
liquido (Figura 4B). O consumo estimado de liquido foi menor quando os animais
foram tratados com dieta hiperlipidica e agua em relacdo aos animais
alimentados com dieta padrao (4B). Contudo, nos animais tratados com extrato

de Pu Erh a dieta hiperlipidica ndo alterou o consumo de liquidos (Figura 4B).
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Figura 4. Consumo estimado de liquidos. Consumo de agua ou extrato
de Pu Erh (mL/dia/animal). A. Consumo estimado durante as 13 semanas
de tratamento; B. AUC (area sob curva) do consumo de liquidos nos diferentes
grupos experimentais ao longo do periodo experimental. Dados sédo
apresentados como meédia £ EPM. n = 6 a 12 animais por grupo. a
diferenca significativa (p<0,05) entre dieta hiperlipidica e dieta padréo. Foram
utilizados extratos de Pu Erh na concentracdo de 6,7mg/mL (Pl) e de
13mg/mL. (P2). Dados do consumo de ragao foram analisados pelo teste de
Friedman, seguido de Dunn. Dados da area sobre a curva foram avaliados por
ANOVA de duas vias, seguido de Tukey.
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4.3 Consumo estimado da dieta

O consumo de racao (g/dia) ndo variou nas primeiras cinco semanas nos
animais tratados com dieta padréo e agua (DPA) ou com a menor dose do extrato
de Pu Erh (DPP1) (Figura 5A). Nestes grupos, nas semanas 6 e 7 houve uma
reducdo no consumo em relacédo as semanas anteriores (p<0,01). Foi observado
aumento de consumo na semana 12 (DPA) e na semana 13 (DPP1) em relacao
a semana 6 (p<0,05). No grupo DPP2, o consumo de racdo durante as 13
semanas variou menos em relacéo aos outros grupos tratados com dieta padréao,
sendo observado aumento (p<0,05) no consumo nas semanas 2 e 3 em relacéo
as semanas 4, 6, 10 e 12 (Figura 5A). O consumo da rag¢do ndo variou nas
primeiras cinco semanas nos animais tratados com dieta hiperlipidica (Figura
5A). Contudo, na semana 7 houve uma reducao significativa (p<0,05) em todos
os grupos (DHA, DHP1 e DHP2). Também foi observado aumento do consumo
nas semanas 12 e 13 em relacdo as semanas anteriores em DHA e DHP2 e em

relacdo as semanas 7 e 8 no grupo DHP1 (Figura 5A).

Em relacdo ao consumo energético (calorias/dia), para o0s animais
alimentados com dieta padrdo, o consumo se manteve constante nas primeiras
cinco semanas nos animais dos grupos DPA e DPP1 e houve uma reducédo no
consumo de calorias na semana 6. Nestes grupos, apds a semana 7, 0 CONSUmMo
de calorias se estabilizou até o final do tratamento (Figura 6A). Nos animais do
grupo DPP2, houve aumento de consumo energético nas semanas 2 e 3. Apés
este periodo, 0 consumo retornou aos valores da primeira semana e se manteve

estavel até o final do tratamento (Figura 6A).
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A quantidade de calorias ingerida, referente apenas aos lipidios
consumidos, foi reduzida na semana 6, nos animais que ingeriram dieta padréo
e se manteve constante até o final do tratamento (Figura 7A). Nos animais que
ingeriram dieta hiperlipidica, o consumo de calorias de lipidios consumidos
diminuiu na semana 7 e voltou aos valores do inicio do tratamento na semana 8,

se mantendo constantes até o final do tratamento.

Os animais que receberam dieta hiperlipidica durante as 13 semanas de
tratamento ingeriram menor quantidade de racdo (g/dia) (Figuras 5A e B) e
apresentaram menor (p<0,05) consumo calérico (Figura 6A e B) quando
comparados aos animais que receberam dieta padrdo. Contudo, a quantidade
de calorias ingerida, referente aos lipidios consumidos foi significativamente
maior (p<0,05) nos animais que receberam dieta hiperlipidica quando
comparados com os animais que receberam dieta padrdo (Figura 7A e B). O
tratamento com extrato de Pu Erh ndo alterou os consumos de racéo, calérico
total ou de calorias provenientes de lipidios da dieta em nenhuma das doses

testadas neste trabalho.
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Figura 5. Consumo estimado da dieta. A. Consumo de ragao
(gramas/dia/animal); B. AUC (Area sob a curva). Resultados sdo apresentados
como média + EPM. n = 6 a 12 animais por grupo.

 diferenca significativa (p<0,05) entre dieta hiperlipidica e dieta padrdo. Foram
utilizados extratos de Pu Erh na concentragéao de 6,7mg/mL (P1) e de 13mg/mL. (P2).
Dados do consumo de racao foram analisados pelo teste de Friedman, seguido de
Dunn. Dados da area sobre a curva foram avaliados pelo teste Kruskal Wallis, seguido
de Dunn.
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Figura 6. Consumo de calorias. A. Consumo de energia (Calorias/dia/
animal); B. Area sobre a curva (Area Under the Curve, AUC); dados s&o
apresentados como média £+ EPM. n = 6 a 12 animais por grupo.2 diferenca
significativa (p<0,05) entre dieta hiperlipidica e dieta padréo. Foram utilizados
extratos de Pu Erh na concentragéo de 6,7mg/mL (P1) e de 13mg/mL. (P2). Dados
do consumo de racao foram analisados pelo teste de Friedman, seguido de Dunn.
Dados da area sobre a curva foram avaliados teste Kruskal Wallis, seguido de
Dunn.
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Figura 7. Consumo de lipidios(calorias). A. Consumo de energia
(Calorias de lipidio/dia/ animal). B Area sobre a curva (AUC); dados sdo
apresentados como média £ EPM. n = 6 a 12 animais por grupo. 2diferenca
significativa (p<0,05) entre dieta hiperlipidica e dieta padrdao. Foram utilizados
extratos de Pu Erh na concentragéo de 6,7mg/mL (P1) e de 13mg/mL. (P2).
Dados do consumo de racdo foram analisados pelo teste de Friedman,
seguido de Dunn. Dados da area sobre a curva foram avaliados por ANOVA
de duas vias, seguido de Tukey.
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4.4 Ganho de peso

Durante o tratamento de 13 semanas todos 0s animais aumentaram de
peso. O peso nao diferiu entre os grupos DPA, DPP1 e DPP2. Da mesma forma,
0 peso nao diferiu entre DHA, DHP1 e DHP2. Nos grupos DPA, DPP1 e DPP2
0S animais aumentaram significativamente de peso a partir da primeira semana,
em relacdo ao tempo zero (antes de iniciar o tratamento) até o final do
tratamento. No grupo DHA, os animais aumentaram significativamente de peso

a partir da segunda semana (Figura 7A).

O ganho de peso apés treze semanas de tratamento (peso na 132 semana—
peso inicial) foi significativamente maior (p<0,05) nos animais que receberam
dieta hiperlipidica em relacdo aos animais que receberam dieta padrao (Figura
7B). O tratamento com extrato de Pu Erh ndo alterou o ganho de peso dos

animais em nenhuma das dietas estudadas.
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Figura 8. A. Medida do peso corporal (g) durante as treze semanas de
tratamento. B. Ganho de peso (g) [peso (apds 13 semanas de tratamento) —
peso inicial (semana zero)]. Dados sao apresentados como meédia + EPM. n=6
a 12 animais por grupo. 2 p<0,05 diferenca significativa entre as dietas padrao e
hiperlipidica. Foram utilizados extratos de Pu Erh nas concentragdes de 6,7
mg/mL (P1) e de 13 mg/mL (P2). Analise de medidas repetidas ANOVA seguido
de Tukey (A); Two-way ANOVA, seguido de Tukey (B).
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4.5 Teste de Tolerancia a Glicose (TTG)

Os resultados do TTG estéo representados nas figuras 9A (4 semanas),
10A (8 semanas) e 11A (12 semanas). ApOs quatro semanas de tratamento, no
grupo que ingeriu dieta padréo, a glicemia (jejum de 8h) dos animais tratados
com extrato de Pu Erh na maior concentracédo (P2) estava menor (p<0,05) em
relacdo aos animais tratados com agua e com extrato de Pu Erh na menor
concentracdo (P1) (Figura 9B). Os animais tratados com dieta hiperlipidica
apresentaram valores de glicemia maiores do que os animais tratados com dieta
padrao [F (1, 48)=18,15, p<0,0001] (Figura 9B). Além disso, o teste de tolerancia
a glicose (Figura 9C) demonstrou que, nos animais tratados com dieta
hiperlipidica, o retorno aos valores iniciais da glicemia foi mais lento em relacao
aos animais que ingeriram dieta padréo. A area sob a curva dos valores de
glicose durante o teste (Figura 9C) foi maior nos animais tratados com dieta

hiperlipidica [F (1, 48)=104,1, p<0,0001].

ApOs oito semanas de tratamento, os animais tratados com dieta
hiperlipidica apresentaram valores de glicemia maiores do que 0s animais
tratados com dieta padréo [F(1, 48)= 40,34, p<0,0001] (Figura 10B). Da mesma
forma, o teste de tolerancia a glicose (Figura 10C) demonstrou que animais
tratados com dieta hiperlipidica apresentaram retorno aos valores iniciais da
glicemia mais lento em relacdo aos animais que ingeriram dieta padrdo e maior

area sob curva [F(1,48)=22,2, p<0,0001] (Figura 10C).

Apés doze semanas de tratamento, os animais tratados com dieta
hiperlipidica apresentaram valores de glicemia maiores do que 0s animais
tratados com dieta padréo [F(1,40)= 13,37, p=0,0007] (Figura 11B). Da mesma

forma, o teste de tolerancia a glicose (Figura 11C) demonstrou que animais
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tratados com dieta hiperlipidica apresentaram retorno aos valores iniciais da
glicemia mais lento em relacdo aos animais que ingeriram dieta padrdo e maior

area sob curva maior [F(1,40)=40,75, p<0001] (Figura 11C).

O tratamento com extrato de Pu Erh nas doses P1 e P2 néo alterou o
desempenho dos animais no teste de tolerancia a glicose (p>0,05) em nenhum
dos tempos de tratamento (4, 8 e 12 semanas — figuras 9, 10 e 11,

respectivamente) e em nenhumas das dietas.
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Figura 9. Teste de Tolerancia a Glicose (TTG) ap0s jejum de 8 horas em
animais com 4 semanas de tratamento. A. Glicemia (mg/dL) nos tempos zero
(antes da gavagem de solucao de glicose 1g Glicose/kg), 15, 30, 45, 60, 90, 120
minutos apos a gavagem. B. Glicemia em Jejum de 8 horas (tempo 0). C. Area
sob a curva da glicemia (mg/dL) durante o TTG. Dados sao representados como
média * erro padrao da média. n = 9 animais por grupo. 2 diferenga significativa
em relagdo a dieta padréo [F (1,48) =104,1; p=0,0001; *p<0,05 diferenca
significativa entre os grupos DPA e DPP2. Foram utilizados extratos de Pu Erh
na concentracdo de 6,7mg/mL (P1) e de 13mg/mL (P2).
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Figura 10. Teste de Tolerancia a Glicose (TTG) apo6s jejum de 8 horas em
animais com 8 semanas de tratamento. A. Glicemia (mg/dL) nos tempos zero
(antes da gavagem de solucéo de glicose 1g/kg), 15, 30, 45, 60, 90, 120 minutos
ap6s a gavagem. B. Glicemia em jejum de 8 horas (tempo 0). C. Area sob a
curva (AUC) da glicemia durante o TTG. Dados séo representados como média
* erro padrdo da média. n = 9 animais por grupo. Foram utilizados extratos de
Pu Erh na concentracdo de 6,7mg/mL (P1) e de 13mg/mL (P2). a diferenca

significativa em relagéo a dieta padrao (p<0,05).

53



12 Semanas

A - Dieta Padrao e Agua « Dieta Hiperlipidica e Agua

o ==~ Dieta Padrao e cha (P1) Dieta Hiperlipidica e cha (P1)

-~ Dieta Padrac e cha (P2) e Dieta Hiperlipidica e cha (P2)
R
ond )
= !
f] f
E
o
£ 125
L]
L
o
> )
-
75
0 15 30 as 60 75 90 105 120 135
Tempo (min)
O Agua @@ P1 P2

B " c

120+ O 20000 -
= P i
2,100 - §
E 4. = 8 15000+
g o
g 60+ %‘ 100004
- )
E 404 E
3 Q 5000+
o <

0 : 04
Hiperlipidica Padrao Hiperlipidica
Dieta (12 semanas) Dieta (12 semanas)

Figura 11. Teste de Tolerancia a Glicose (TTG) apo6s jejum de 8 horas em
animais com 12 semanas de tratamento. A. Glicemia (mg/dL) nos tempos zero
(antes da gavagem de solucéo de glicose - 1g glicose/kg), 15, 30, 45, 60, 90, 120
minutos apos a gavagem. B. Glicemia em Jejum de 8 horas (tempo 0). C. Area
sob a curva da glicemia durante o TTG. Dados séo representados como média

* erro padrdo da média. n = 6-9 animais por grupo. P1 é a concentragdo do

extrato de 6,7mg/mL e P2 é a concentracdo do extrato de 13mg/mL. @ diferenca
significativa em relacdo a dieta padréo p <0,05; * diferenca significativa

em relacdo a dieta padréo p <0,05.
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4.6 Concentragdes séricas de colesterol total e triacilglicerol nas 4, 8 e 13
semanas de tratamento

A concentracdo sérica de CT aumentou significativamente (p<0,05) no
grupo DHA em relacdo ao grupo DPA nas 4, 8 e 13 semanas de tratamento
(Figuras 12 A, B e C, respectivamente). O tratamento com extrato de Pu Erh, nas
doses P1 e P2, reverteu significativamente (P<0,05) este aumento apenas nas 8
semanas (Figura 12B). A concentracdo sérica de TGC aumentou
significativamente (p<0,05) no grupo DHA em relacdo aos grupos que ingeriram
dieta padrao (DPA, DPP1 e DPP2) nas 4, 8 e 13 semanas de tratamento (Figuras
12 D, E e F, respectivamente). O tratamento com extrato de Pu Erh, nas doses
P1 e P2, reverteu este aumento (p<0,05) nas 8 e 13 semanas de tratamento

(Figura 12 E e F, respectivamente), e na dose P1, na semana 4 (Figura 12A).
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Figura 12. Concentragcfes séricas de colesterol total (A-C) e de
triglicerideos (E-F). A, D. 4 semanas de tratamento; B, E. 8 semanas de
tratamento; C, F. 13 semanas de tratamento. Dados sdo representados como
média * erro padrdo da média. n = 6-9 animais por grupo (CT) e 6-11 animais
por grupo (TGC). P1 é a concentracdo do extrato de 6,7mg/mL e P2 é a
concentracdo do extrato de 13mg/mL. 2 diferenca significativa em relacéo a dieta

padrdo p<0,05; * diferenca significativa em relacdo ao grupo DHA p<0,05.
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4.7 Parametros bioquimicos séricos ap6s eutanasia (13 semanas)

O tratamento com a dieta hiperlipidica causou aumento (p<0,05) nos niveis
séricos de glicose e HDL nos grupos DHA, DHP1 e DHP2 em relac&o aos grupos
tratados com dieta padrédo (Tabela 4). O tratamento com extrato de Pu Erh na
dose P1 diminuiu a glicemia no grupo DPP1 em relacdo ao DPA (p<0,05).
Diferentemente, o tratamento com extrato ndo alterou as concentracdes de HDL

séricos (Tabela 4).

As concentracdes séricas de CT, TGC, bilirrubina direta (BD) aumentaram
(p<0,05) nos animais tratados com DHA comparado aos animais alimentados
com dieta padrdao (DPA, DPP1, DPP2). O tratamento com o extrato de Pu Erh
nas doses P1 e P2 reverteu o0 aumento nas concentragcdes de TGC e BD nos
animais que ingeriram dieta hiperlipidica (p<0,05) (Tabela 4). Além disso, 0
tratamento com extrato na dose Pl diminuiu (p<0,05) a concentracdo das

proteinas totais nos animais tratados com dieta hiperlipidica (Tabela 4).

A dieta hiperlipidica e/ou o tratamento com o extrato ndo alteraram as
concentragdes séricas das enzimas ALT e AST e do colesterol ndo HDL (Tabela
4). A concentragdo de insulina no soro foi maior nos animais tratados com dieta
hiperlipidica comparado aos tratados com dieta padrédo [F(1,34)=8,1, p =0,0076],
contudo, o tratamento com extrato de Pu Erh ndo alterou as concentracdes de

insulina em nenhumas das dietas estudadas (Tabela 4).

O indice aterogénico (IA) diminuiu aproximadamente 24% nos grupos DHA
e DHP1 em relag&o aos respectivos grupos alimentados com dieta padréo e 47%
no grupo DHP2 em relagdo ao DPP2 (p<0,05) (Tabela 4). O indice de risco
coronario (IRC) mostrou-se significativamente maior (p<0,05) no grupo DHA em

relacdo aos grupos alimentados com dieta padrdao (DPA, DPP1 e DPP2). O
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tratamento com extrato de Pu Erh reverteu este aumento do IRC nos grupos
DHP1 e DHP2, os quais apresentaram valores de IRC iguais aos dos animais

tratados com dieta padrao (Tabela 4).
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Tabela 4. Parametros bioquimicos séricos em 13 semanas de tratamento.

Parametros
Bioquimicos DIETA PADRAO DIETA HIPERLIPIDICA
n Agua (A) Pu Erh P1 Pu Erh P2 Agua (A) Pu Erh P1 Pu Erh P2
Glicose 6-12 114,1+3,68 88,61+3,24* 103,4+7,31 133+4,972 123,145,722 132,445,282
Insulina 6-7 2,88+0,15 2,9240,20 2,97+0,21 3,240,262 3,47+0,322 3,670,212
Colestern, Mol | G 72,76+3,19 73,33+4,36 75,94+3,45 91,445,022 84,79+6,77 83,05+4,97
HDL 6-12 26,5+1,57 23,54+2.15 26,6242,0 41,05+1,352 37,17+1,882 43,49+2,922
CaliEsieEnsll NER-RID | B2 o (37,62/56,32) | 49,78 (43,09/59,58) | 49,95 (45,01/59,61) | 46,01 (40,0/50,73) 47,62 (27,29/63,07) 39,56 (27,35/53,58)
Triglicerideos 6-11 151,3+12,64 142,60+15,85 144,8+11,97 255,6+28,323 148,0+20,49* 165,2+18,30*
Bilirrubina Direta | 6-12 0.33+0,04 0,44+0,04 0,41+0,02 2.40+0,218 1,360,282 1,68+0, 258
ALT 6-12 44.91+1,51 59.67+2.73 57.13+2,14 45,64%2,10 46,17+3,24 45,78+2 54
AST 6-12 214,5 (186/233,8) 250,0 (216/296) | 216,0 (197,5/238,5) | 163,0 (152/174) 151,5 (147/181,3) 167,0 (147/173,5)
IRC 6-12 2,07+0,14 1,92+0,16 1,88+0,23 6,31+0,792 4,17+0,80% 3,93+0,43*
IA 6-12 1,73 (1,572/1,881) 2,00 (1,614/2,172) | 1,67 (1,417/2,111) | 1,20(1,105/1,348) 1,14 (0,9445/2,054) 1,01 (0,7538/1,266)

Os dados séo expressos como média + EPM (glicose, insulina, colesterol total, HDL, triglicerideos, bilirrubina, proteinas totais, ALT, IRC) ou mediana e intervalo
interquartil-25%/75% (colesterol ndo-HDL e AST). Glicose, Colesterol Total, Triglicerideos, HDL, Colesterol Ndo HDL e Bilirrubina Direta foram expressos em mg/dL; Insulina foi
expressa em plU/mL; ALT (alanina aminotransferase) e AST (aspartato aminotransferase) foram expressas em U/L. IA, indice de Adiposidade= [(colesterol total -HDL) /HDL]; IRC,
indice de risco coronario =Triglicerideos (mg/dL) / HDL (mg/dL).P1 é a concentracdo do extrato de 6,7mg/mL e P2 é a concentracéo do extrato de 13mg/mL. A= 4gua; DP= dieta
padrdo; DH= dieta hiperlipidica. 2 diferenca significativa em relacdo a dieta padréo p<0,05; * diferenca significativa em relagdo ao grupo da respectiva dieta tratado com agua
p<0,05.
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4.8 Atividade da paraoxonase 1 (PONL1) sérica

A atividade sérica da enzima paraoxonase 1 (PON1) néo foi alterada nem
pela dieta nem pelo tratamento com extrato de Pu Erh (Figura 13A). Contudo, a
relacdo entre a atividade da PON1 e a concentracdo de HDL ([atividade PON1
U/dL])/ concentracdo de HDL (mg/dL) diminuiu (p<0,05) quando os animais foram
tratados com dieta hiperlipidica (Figura 13B). O extrato ndo causou modificacdo
nem na atividade da enzima nem em sua relacdo com a concentracdo de HDL

sérico (Figura 13A e B).
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Figura 13. A. Atividade da paraoxonase 1 (PON1) sérica. B. Relagédo entre a
atividade da PONL1 e a concentracdo de HDL séricas. A atividade da PON1
esta expressa em U/L. A relacdo entre PON1 e HDL esta expressa em unidades
de PON1/mg de HDL. Dados séo representados como média + EPM. n=6-12
animais por grupo. P1 é a concentracdo do extrato de 6,7mg/mL e P2 é a
concentracdo do extrato de 13mg/mL. 2 diferenca significativa em relacéo a dieta
padréo p <0,05.
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4.9 indices somaticos teciduais

O indice lipossomatico do tecido adiposo branco subcutaneo (TABs) (Figura
14A) aumentou mais de 1000 vezes (p<0,0001) nos animais alimentados com
dieta hiperlipidica com relacdo aos animais tratados com dieta padrdo. O
tratamento com extrato de Pu Erh nas doses P1 e P2 reduziu o indice

lipossomatico deste tecido apenas nos animais tratados com dieta padréo.

O indice lipossomatico do tecido adiposo branco retroperitoneal (TABTr)
(Figura 14B) aumentou duas vezes (p<0,05) nos animais tratados com dieta
hiperlipidica em relacdo aos animais alimentados com dieta padrao. O tratamento
com extrato nas doses P1 e P2 também reduziu o indice lipossomatico apenas

nos animais tratados com dieta padrao.

O indice lipossomatico do tecido adiposo branco epididimal (TABe) (Figura
14C) aumentou trés vezes (p<0,05) nos animais tratados com dieta hiperlipidica
em relacdo ao tratamento com dieta padrdo. O tratamento com extrato na dose

P2 diminuiu o indice lipossomatico nos animais tratados com dieta padréo.

No tecido adiposo marrom (TAM) (Figura 14D), a dieta hiperlipidica
aumentou (p<0,05) o indice lipossomético e o tratamento com extrato nas doses
P1 e P2 diminuiu (p<0,05) este indice. Além disso, o indice hepatossomatico ndo

foi alterado nem pela dieta nem pelo tratamento com extrato (Figura 14E).

O indice somatico dos musculos soleos (Figura 14F) foi reduzido nos grupos
DHA e DHP2 em relacdo aos respectivos grupos tratados com dieta padrdo. O
indice somatico dos musculos gastrocnémios (Figura 14G) foi reduzido (p<0,05)
nos animais tratados com dieta hiperlipidica em relacdo aos tratados com dieta

padrao (p<0,05).
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Figura 14. indices teciduais. indices lipossomaticos do tecido adiposo branco
(TAB), subcutaneo (TABs) (A), retroperitoneal (TABr) (B) e epididimal (TABe) (C);
indice lipossomatico do tecido adiposo marrom interescapular (TAM) (D). indice
hepatossomatico (E). indice tecidual dos musculos séleos (F); indice tecidual dos
musculos gastrocnémios (G). Dados séo representados como média + EPM. Os
indices foram calculados dividindo o peso do tecido (g) pelo peso do animal (g).
n= 6-12 animais por grupo. P1 é a concentracdo do extrato de 6,7mg/mL e P2 é a

concentracdo do extrato de 13mg/mL. @diferenca significativa em relagdo a dieta
padréo p<0,05; "~ diferenca significativa em relagéo ao grupo da respectiva dieta
tratado com agua p<0,05.
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4.10 Reservas energéticas do tecido hepéatico

A concentracdo hepatica de glicogénio nado foi alterada nem pela dieta nem
pelo tratamento com extrato de Pu Erh (Figura 15A). Contudo, a dieta hiperlipidica
causou aumento (p<0,05) nas concentracdes de lipidios totais e triglicerideos do
tecido hepatico, enquanto o tratamento com extrato ndo alterou estes parametros

(Figuras 15 B e C, respectivamente).
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Figura 15. Reservas energéticas hepaticas. Concentracdo hepatica de
glicogénio (g%) (A), lipideos totais (mg%) (B) e triglicerideos (mg%) (C). n=5-12
animais por grupo. Dados sdo representados como média + erro padrao da média.
P1 é a concentracdo do extrato de 6,7mg/mL e P2 € a concentragdo do extrato de

13mg/mL. 2 diferenca significativa em relacéo a dieta padrdo p<0,05.
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4.11 Converséo de **C-glicose em “COz, *C-glicogénio e “C-lipidios totais

No figado, a conversdo de “C-glicose em “CO:2 (oxidagdo da glicose) foi
reduzida (p<0,05) nos animais tratados com dieta hiperlipidica em relacdo aos
tratados com dieta padrdo. Contudo, o tratamento com extrato ndo alterou
significativamente a oxidacédo de glicose em nenhumas das dietas (Figura 16A).
Da mesma forma, a conversdo de '“C-glicose em “C-glicogénio também foi
reduzida (p<0,05) nos animais tratados com dieta hiperlipidica em relacdo aos
tratados com dieta padrdo e o tratamento com extrato nao alterou
significativamente a glicogénese (Figura 16B). A conversao de “C-glicose em 4C-
lipidios totais foi reduzida pelo tratamento com extrato (p<0,05) nos animais
tratados com dieta padréo. A dieta hiperlipidica em todos os grupos estudados
(DHA, DHP1, DHP2) reduziu (p<0,05) a lipogénese em relacdo ao grupo DPA.
Contudo, o tratamento com extrato de Pu Erh ndo alterou (p >0,05) a lipogénese

nos animais tratados com dieta hiperlipidica. (Figura 16C).

No tecido adiposo branco retroperitoneal, o tratamento com extrato P2
aumentou a conversdo de “C-glicose em 4CO: (oxidacdo da glicose) (p<0,05)
nos animais tratados com dieta padréo (Figura 17A). A dieta hiperlipidica causou
reducédo na oxidacédo da glicose (p<0,05) e o tratamento com extrato P1 estimulou
(p>0,05) a oxidacédo (Figura 17 A). O tratamento com extrato na concentracédo P2
estimulou a lipogénese nos animais tratados com dieta padrao (Figura 17B). A
dieta hiperlipidica causou reducdo na lipogénese (p<0,05) e o tratamento com

extrato de Pu Erh néo reverteu esta alteragéo (Figura 17B).
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Figura 16. Conversdo hepética de “C-glicose em CO2 (umol.gt.h1) (A), em
glicogénio (umol.gt.h) (B) e em lipidios totais (umol.g?.ht) (C). n=6-8 animais
por grupo. Dados séo representados como média + EPM. P1 é a concentracéo do
extrato de 6,7mg/mL e P2 é a concentragcédo do extrato de 13mg/mL. a
diferenca significativa em relacéo a dieta padréo p<0,05; * diferenca significativa
em relacdo ao respectivo grupo tratado com agua p<0,05.
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TECIDO ADIPOSO BRANCO RETROPERITONEAL
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Figura 17. Conversao de *C-glicose em CO2 (umol.gt.h) (A) e em lipidios totais
(umol.gt.ht) (B), no tecido adiposo branco retroperitoneal (TABr). n=6-8 animais
por grupo. Dados séo representados como média + EPM. P1 é a concentracéo do

extrato de 6,7mg/mL e P2 é a concentracdo do extrato de 13mg/mL. 2 diferenca

significativa em relacdo a dieta padrao; * diferenca significativa em relacédo ao
respectivo grupo tratado com agua p<0,05.
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5. DISCUSSAO

O extrato aquoso de Pu Erh é uma bebida muito popular na Asia e tem sido
utilizado por muitos anos pelos chineses como uma bebida medicinal no
tratamento de varias doencas (JENSEN et al., 2016). Atualmente, 0 seu consumo
vem aumentando ao redor do mundo, assim como o interesse de pesquisadores
em investigar seus componentes e acdes metabdlicas. Pu Erh é um tipo de cha
fermentado que incorpora metabdlitos de microrganismos durante o processo de
fermentacdo, o que permite que seja estocado por longos periodos (dez anos ou
mais) (YANG et al., 2014). O processo de fermentacao € o que diferencia este cha
derivado da Camellia sinensis de outros derivados, como o cha verde, o oolong e

o cha preto.

Ha uma variedade de chas Pu Erh produzidos usando diferentes processos
de fermentacgéo e / ou folhas de cha coletadas em diferentes locais de plantacéo.
Os componentes fitoquimicos podem variar muito entre os diferentes produtos /
lotes de cha Pu Erh (HUANG et al., 2019). Neste trabalho, utilizamos extrato
aquoso de Pu Erh de mesmo lote em todos os experimentos a fim de minimizar
essas variacdes. A composicao do extrato utilizado foi avaliada e esta de acordo
com a composicdo do extrato de Rippend Pu Erh descrito na literatura, com a
presenca de catequina, epicatequina e cafeina. Além disso, a ndo deteccéo de
epigalocatequina galato, galocatequina galato e epicatequina galato no extrato
analisado esta de acordo com as baixas concentragcdes destes compostos no
extrato de Pu Erh descritas em trabalhos anteriores (SHIMAMURA et al., 2013;

SOSA, 2017; CHOI et al., 2018; ZHANG et al., 2011).

Varios parametros metodolégicos, como a concentracdo, 0 tempo e a
temperatura de preparo do extrato, o periodo de tratamento, e a forma de

amadurecimento do Pu Erh podem gerar diferentes respostas fisioloégicas
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(KUBOTA et al., 2011; CHOI et al., 2018; LIN et al., 2018), o que pode explicar as
divergéncias na resposta ao extrato de Pu Erh observadas neste trabalho em
relacdo aos dados da literatura. Além da grande variedade de chas Pu Erh
comercializados, existe uma grande diversidade de protocolos na literatura
cientifica para a preparacao de extratos aquosos de Camellia sinensis, como por
exemplo: a preparacao do extrato por infusédo de folhas secas com agua fervente
e posterior liofilizacdo (CAO et al., 2011); a suplementacédo das folhas de Pu Erh
na racao dos animais (KUO et al., 2004; HUANG et al., 2012;); a fervura do extrato
a 100°C e posterior congelamento até sua utilizacdo (CHOI et al., 2018). Alguns
trabalhos foram realizados com oferecimento do extrato ad libitum (SANO et al.,
1986; KUO et al., 2004) e outros através de gavagem (WANG et al., 2013; LIN et
al., 2018). Este estudo seguiu protocolos de preparo do extrato ja utilizados na
literatura (CHOI et al., 2018; HUANG et al., 2019). Optamos por preparar o extrato
diariamente (infusdo por 3 minutos a 90°C) em doses (P1= 6,7mg/mL e P2=
13mg/mL) que fossem geralmente utilizadas no preparo, a fim de obter um extrato
0 mais similar possivel ao cha que geralmente € preparado para humanos

(HUANG et al., 2019).

Interessantemente, o oferecimento de extrato fresco diariamente no final da
tarde aos animais mostrou-se eficaz para manter as propriedades fitoquimicas do
extrato, visto que capacidade antioxidante total no extrato de Pu Erh diminuiu nove
vezes, vinte e quatro horas ap0s o extrato ser preparado e deixado a temperatura
ambiente em recipientes ambares. Outros estudos realizados em nosso grupo de
pesquisa com extrato aquoso de llex paraguariensis (ROCHA et al.,, 2021;
GOMES, 2012) utilizaram protocolo experimental semelhante ao deste trabalho,
oferecendo o extrato de Pu Erh fresco diariamente no final da tarde. Este

procedimento garante que, no periodo de maior atividade dos animais, eles
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tenham acesso ao extrato fresco. Esse procedimento é indicado para futuras
investigacbes, preconizando o oferecimento de um extrato em que sejam

mantidas as propriedades de seus compostos ativos.

Quanto ao consumo de racdo e extrato, foi realizada a estimativa de
consumo por caixa durante vinte a quatro horas, uma vez por semana. Os
resultados da estimativa de consumo devem ser observados com cautela, visto
gue esta medida é suscetivel a alteracdes, dependendo do manuseio das caixas
durante a limpeza e manutengédo das mesmas. Como exemplo, a forma como as
mamadeiras sdo posicionadas nas caixas pode ocasionar a perda de liquido e
alteracdo da medida. O consumo de liquido se manteve semelhante ao longo das
treze semanas de tratamento entre os trés grupos de animais que ingeriram dieta
padrdo. Contudo, para os animais tratados com dieta hiperlipidica e agua, o
consumo hidrico foi menor comparado aos que ingeriram dieta padrao (Figura 3B).
O consumo de liquidos dos animais tratados com extrato de Pu Erh n&o diferiu

entre os animais tratados com ragéo hiperlipidica.

Entre os substratos para oxidacéo, os lipidios produzem duas vezes mais
guantidade de dgua na oxidagéo, quando comparados aos carboidratos por grama
de substrato (ADOLPH, 1964). Jenni-Eiermann e Jenni, (2012) estimaram que a
producéo de agua total é de 1,1g por g de lipidio e de 0,82 g por g de proteina,
sendo a lipdlise mais eficiente do que a protedlise na producdo de agua
metabdlica. Segundo Rutkowska et al., (2016) o balanco de agua de passaros em
jejum sem acesso a agua parece ser mantido pelo catabolismo de gordura, que
gerou seis vezes mais agua metabolica em comparacao com as aves que tiveram
acesso a agua. Os autores propdem que a gordura pode servir como fonte
primaria para a producdo de agua metabdlica. A oxidacdo da glicose estava

reduzida apos tratamento com dieta hiperlipidica tanto no figado quanto no TABr.
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Provavelmente, o maior aporte de lipidios da dieta causou aumento de sua
oxidacao. Desta forma, podemos inferir que o maior aporte de lipidios na dieta
gerou maior producdo de agua metabdlica, ocasionando reducdo de consumo
hidrico.

Quanto ao consumo de racdo, trabalhos prévios utilizaram consumo de
racdo estimado para verificar o consumo calorico em ratos, considerando as
limitacdes da técnica (CECCONELLO et al., 2014; KUO et al., 2004; HOU et al.,
2009). Os animais tratados com dieta hiperlipidica mostraram menor consumo de
calorias do que os animais tratados com dieta padrdo. Contudo, a ingestdo de
calorias de lipidios foi maior nos animais submetidos a dieta hiperlipidica,

evidenciando que esta dieta alterou o tipo de substrato energético ingerido.

O extrato de Pu Erh nas duas doses estudadas (P1 e P2) ndo causou
mudancas nos consumos estimados de racéo, calérico ou de lipidios, tanto para
0s animais que ingeriram dieta padréo, quanto para os aqueles submetidos a dieta
hiperlipidica. Desta forma, podemos inferir que o tratamento com extrato de Pu
Erh nas doses P1 e P2 nao causou efeitos anorexigenos. Além disso, o ganho de
peso nao foi alterado pelo tratamento dos ratos com ché. Os dados da literatura
s&o controversos quanto ao ganho de peso e sua associagdo com a ingestao de
Pu Erh em roedores e humanos. Fang et al., (2015) nao identificaram mudanca
no consumo de ra¢cdo em camundongos tratados com extrato de Pu Erh ou cafeina
por 4 semanas. Por outro lado, mesmo ndo causando mudanca na ingestdo de
calorias, o tratamento com extrato de Pu Erh e com acido galico reduziu o ganho
de peso em camundongos e a atividade da enzima lipase pancreatica, apos 12
semanas de tratamento, sugerindo que o cha causa reducdo na absorcdo dos
lipidios ingeridos (Ol et al., 2012). Em homens adultos hiperlipidémicos, o

tratamento por vinte semanas com extrato de Pu Erh causou reducéo do peso
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corporal e do indice de massa corporal (JENSEN et al., 2016). De forma contraria,
o tratamento com capsulas de Pu Erh, por 3 meses, nao alterou significativamente
0 peso e o indice de massa corporal de homens com sindrome metabdlica (YANG
et al., 2014). A diversificagdo nos protocolos de tratamento dos animais e

humanos contribuiu para esta variabilidade nas respostas metabdlicas.

A dieta hiperlipidica causou aumento de ganho de peso apés 13 semanas
de tratamento, o que € compativel com quadro de obesidade que tem base
etiolégica no balanco energético positivo, que promove ganho excessivo de
massa adiposa corporal (PEREIRA et al., 2018). Além disso, a dieta hiperlipidica
causou aumento de todos os indices lipossomaticos do tecido adiposo branco
(TAB) e do tecido adiposo marrom (TAM). O aumento nas reservas de energia do
TAB j4 era esperado, visto que o excesso de calorias ingeridas na dieta é
armazenado no tecido adiposo branco (CURI et al., 2002). O tratamento com
extrato de Pu Erh reduziu os indices sométicos no TAB e no TAM nos animais que
ingeriram dieta padrdo, mas ndo nos animais que ingeriram dieta hiperlipidica. Em
camundongos alimentados com dieta hiperlipidica, por 16 semanas, o extrato de
Pu Erh reduziu o ganho de peso e o indice lipossomatico do tecido adiposo
subcutaneo (CAl et al, 2017). Cao et al., (2011) descreveram o efeito
antiobesidade do cha que reduziu o ganho de peso e a concentracao plasmética
de TGC, CT e LDL. Novamente, essas diferencas observadas podem ser
associadas com o modelo experimental e a forma de administracao do cha.

Neste trabalho, os animais que ingeriram dieta hiperlipidica ganharam mais
peso e aumentaram os indices lipossomaticos em relacdo aos animais que
ingeriram dieta padréo. Os adipécitos maduros sintetizam primariamente leptina
gue pode atuar como um regulador hormonal da massa de tecido adiposo. Gomes

(2012) descreveu que animais que receberam dieta hiperlipidica apresentaram
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niveis significativamente maiores de leptina, quando comparados aos animais que
receberam dieta controle. Desta forma, a reducdo do consumo de racéo
observada neste trabalho pode estar relacionada com o controle da ingestédo
alimentar e o efeito anorexigeno da leptina sobre o hipotalamo. Contudo, futuras

investigacOes sd0 necessarias para confirmar esta hipotese.

A associacao de obesidade com resisténcia a insulina é conhecida, e a dieta
hiperlipidica, neste estudo, causou altera¢des na glicemia e no teste de tolerancia
a glicose o que esta de acordo com trabalho prévio realizado com ratos Wistar
(VOGT et al., 2021). Apés jejum de oito horas nas 4, 8 e 12 semanas de
tratamento, a dieta hiperlipidica causou aumento na glicemia e na AUC do teste
de tolerancia a glicose. Além disso, apos 13 semanas de tratamento, a glicemia e
0s niveis de insulina séricos estavam aumentados quando comparados aos
animais tratados com dieta padrdo, demonstrando que a dieta utilizada, neste
estudo, foi efetiva em desenvolver alteracdo no metabolismo de carboidratos e

resisténcia a insulina.

O tratamento com extrato de Pu Erh (nas doses P1 ou P2) ndo alterou o
desempenho dos animais no teste de tolerancia a glicose nos tempos de
tratamento estudados (4, 8 e 12 semanas), nem na concentracdo de insulina
sérica apos treze semanas de tratamento. A glicemia, ap6s jejum de 8h, foi
reduzida nos animais alimentados com dieta padréo e tratados por 4 semanas
com extrato na maior dose (P2). Contudo, nos outros tempos de tratamento (8 e
12 semanas) esse efeito n&do foi observado. Estudos realizados com
camundongos demonstraram que o extrato de Pu Erh melhorou o resultado dos
animais no teste de tolerancia a glicose, melhorando a sensibilidade a insulina em
animais tratados com dieta hiperlipidica (LI et al., 2014; HUANG et al., 2019); e

reduziu a glicemia em animais diabéticos (ZHOU et al., 2009; DU et al., 2012).
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Yamashita et al., (2012) ndo observaram mudanca na AUC referente ao teste de
tolerancia a glicose em camundongos tratados por 7 dias com extrato de Pu Erh.
Contudo, evidenciaram alteracdo da sinalizacdo da insulina no musculo
esquelético, com aumento na expressao proteica do receptor a insulina, de PI3K,
de Akt, de AMPKp e de GLUT4 no musculo esquelético. Além disso, o Rippend
Pu Erh apresentou um efeito melhor do que o Raw Pu Erh no controle da glicose
sanguinea pos-prandial em camundongos com diabetes melitus tipo 2 (DING et
al., 2019). Adicionalmente, os polissacarideos do cha Pu Erh promoveram a
diferenciacdo dos adipdcitos e a captacdo de glicose, imitando as propriedades
do PPARy e do transportador de glicose tipo 4 (GLUT4), melhorando a resisténcia
a insulina e diminuindo a glicemia (LIN et al., 2018; MENG et al., 2019). Além
disso, Du et al., (2012) descreveram que o extrato de Pu Erh reduziu a atividade
das enzimas sacarase, maltase e amilase, promovendo menor absorcdo de
carboidratos e melhora na glicemia pés-prandial, sugerindo um efeito benéfico no

tratamento do diabetes melitus tipo Il em camundongos.

Poucos trabalhos, entretanto, investigaram os efeitos do extrato de Pu Erh
em ratos (HSU, 2009; CAO et al., 2010; 2011; HUANG e LIN, 2012; DU et al.,
2012). Huang e Lin (2012) apo6s tratarem ratos Wistar por 12 semanas com ragao
suplementada com folhas de Pu Erh, encontraram diminui¢cdo na insulina sérica,
sem modificar a glicemia. Além disso, o tratamento com Pu Erh, antes dos animais
serem induzidos ao diabetes, diminuiu os niveis de glicose e insulina no plasma.
Contudo, o tratamento iniciado ap0s a doenca estar estabelecida n&o causou

mudanca na glicemia (HSU et al., 2009).

Os dados da literatura sobre os efeitos da ingestdo de Pu Erh sobre a
glicemia em humanos séo escassos. A ingestao de Pu Erh ndo alterou a glicemia

em humanos com sobrepeso ou hiperlipidémicos (KUBOTA et al., 2011; JENSEN
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et al., 2016). O tempo de tratamento e a concentracdo do extrato sdo os fatores
gue determinam a eficacia do Pu Erh em reduzir a glicemia, sendo que doses
baixas ndo foram eficientes em regular a glicose sanguinea (LIN et al., 2018).
Nesse trabalho, procuramos seguir um protocolo em que a concentracdo do
extrato utilizada foi a mais semelhante que aquela indicada nas preparacdes de
ch& para humanos (CHOI et al., 2018; HUANG et al., 2019), e identificamos que
estas doses nao alteraram a sensibilidade a insulina apos 13 semanas de
tratamento. Segundo Lin et al., (2018), trés fatores podem contribuir para as
diferencas observadas na literatura nos efeitos do Pu Erh sobre a glicemia e
sensibilidade a insulina: 1) diferentes métodos de extracdo do Pu Erh e doses, 2)
tempo de tratamento e forma de administracdo utilizadas (como por exemplo,
extrato oferecido na agua de beber ad libitum ou por gavagem; ou ainda, racéo
suplementada com folhas de Pu Erh) e 3) diversidade nos modelos animais
utilizados (camundongos normais ou geneticamente diabéticos, ratos Sprague
Dawley e ratos Wistar, por exemplo). Camundongos tém o dobro da taxa
metabdlica comparados aos ratos (camundongo de 15g=1,80 LO2. Kg. h'; rato
de 290g= 0,87 LO2. Kg. h%, Schmidt- Nielsen, 2002). A taxa metabélica dos ratos
fica menos distante da taxa metabdlica humana (homem adulto de 70kg= 0,21
LO2. Kgt. h'!) do que a dos camundongos, o que confere uma vantagem ao uso
deste modelo para investigacdes pré-clinicas envolvendo estudo do metabolismo
intermediario. Contudo, a maior parte dos trabalhos que investigam a acdo do Pu
Erh sobre a glicemia sédo realizadas em camundongos, sendo encontrados poucos
estudos utilizando ratos como modelos experimentais (LIN et al.,, 2018). Esta
diferenca no modelo animal utilizado pode ser uma das causas dos resultados
controversos acerca da resposta aos testes de tolerdncia a glicose e a
sensibilidade a insulina observada na literatura. Desta forma, outros estudos ainda

sdo necessarios para esclarecer os efeitos da ingestdo de Pu Erh e seus
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componentes sobre a glicemia e a sensibilidade a insulina em humanos e

roedores.

Dentro dos componentes do extrato de Pu Erh investigados, identificamos a
presenca de cafeina no extrato utilizado e este composto € um importante agente
envolvido nas alteracbes na glicemia (FANG et al., 2015). O tratamento de
camundongos com Pu Erh ou cafeina reduziu a glicemia e o Pu Erh descafeinado
perdeu esse efeito, indicando que a cafeina é um componente do chd com grande
potencial para ser o causador de alteracGes da glicemia (FANG et al., 2015). A
concentracao de cafeina medida no extrato de Pu Erh, no presente estudo, foi dez
vezes menor do que a utilizada pelos referidos autores, essa é uma possivel causa
de ndo observarmos efeitos redutores do cha sobre a glicemia e a sensibilidade a

insulina, ap6s 13 semanas de tratamento com dieta hiperlipidica.

A concentracdo de glicose e de insulina séricas foi aumentada pela dieta
hiperlipidica, o que esta de acordo com quadro de resisténcia a insulina induzido
pela dieta. A resisténcia a insulina nos tecidos periféricos insulino-dependentes,
como musculo e tecido adiposo, provoca diminuicdo da metabolizacdo da glicose
nestes tecidos. Além disso, essa resisténcia estimula a lipélise, por meio da
inibicdo da atividade da lipase sensivel a hormbénio, 0 que aumenta a
disponibilidade de substratos energéticos nestes tecidos. Este processo aumenta
a liberacdo de acidos graxos e glicerol para o tecido adiposo (CURI et al., 2002).
Os niveis aumentados de TGC, observados no tratamento com dieta hiperlipidica,

séo condizentes com o quadro de resisténcia a insulina descrito previamente.

A despeito de ndo ter causado alteracdes na glicemia, o tratamento com ch&
nas doses P1 e P2 foi capaz de reduzir a concentracdo de triglicerideos e
colesterol séricos nos animais tratados com dieta hiperlipidica. A dieta

hiperlipidica causou aumento das concentracdes plasmaticas de triglicerideos e
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de colesterol total a partir das 4 semanas e essa alteracao foi mantida até o final
do tratamento (13 semanas). O tratamento com extrato de Pu Erh nas doses P1
e P2 reverteu esta alteracdo, reduzindo as concentracdes plasmaticas de
triglicerideos (nas 4, 8 e 13 semanas) e de colesterol (em 8 semanas) aos niveis
observados nos animais que ingeriram dieta padrdo. Este resultado esta de
acordo com a literatura, sendo que um dos principais efeitos do Pu Erh e do cha
verde em roedores é a melhora na dislipidemia ocasionada por dietas hiperlipidica
ou hipercaldrica (KUO et al., 2004; CAO et al., 2011; JENSEN et al., 2016; LIN et

al., 2018; HUANG e LIN, 2012).

Quanto aos mecanismos envolvidos com esses efeitos do Pu Erh sobre os
lipidios plasmaéticos, Oi et al., (2011) demonstraram em experimentos in vitro que
o extrato de Pu Erh diminuiu a atividade da enzima lipase pancreética, o que pode
estar relacionado com a diminuicdo de lipidios plasmaticos. Posteriormente,
Shimamura et al., (2013), também em experimentos in vitro, demonstraram que o
extrato de Pu Erh, na concentracdo de 10mg/mL, foi capaz de reduzir em 50% a
atividade da lipase pancreatica, e que doses mais baixas de 2,5 e 5 mg/mL nao
alteraram a atividade dessa enzima. A concentracdo dos extratos que utilizamos
(P1= 6,7mg/mL e P2= 13mg/mL) estavam muito abaixo destas doses, e ainda
foram diluidas nos liquidos gastrointestinais apds ingeridas. Desta forma,
provavelmente, a diminuicdo na concentragéo de TGC observada ndo ocorreu em
decorréncia de menor absorcao de lipidios da dieta, contudo, a medida da lipase
pancreatica € necessaria para confirmar esta hipotese. O tratamento com Pu Erh
reduziu os niveis de triglicerideos e colesterol plasmatico, leptina e insulina em
ratos dislipidémicos tratados com dieta rica em frutose (HUANG e LIN, 2012).
Essa alteracédo ocorreu em parte pela supressédo da enzima acido graxo sintase

hepatica e pela ativacdo do monofosfato de adenosina ciclico (AMPCc).
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Recentemente, foi proposto por Wu et al., (2019) que o conteudo de theabrowning
(catequina polimerizada) do extrato de Pu Erh eleva o nivel de AMPc que, por sua
vez, ativa as proteinas cinase A (PKA) e cinase ativada por AMP (AMPK) e outras
vias de sinalizacdo. Esta sequéncia de ativacdo acelera o metabolismo, assim
como a utilizacdo de carboidratos e lipidios pelos tecidos, melhorando, assim, a
doenca metabdlica induzida por dieta. Kuo et al., (2004) descreveram que o
tratamento de ratos por 30 semanas com ragao suplementada com Pu Erh reduziu
TGC e o colesterol. Apos 15 semanas de tratamento, somente TGC foi reduzido.
Além disso, o HDL aumentou nas 15 semanas, mas o cha apresentou efeito sobre
a concentracdo dessa lipoproteina somente em 30 semanas. Em humanos com
sobrepeso, tratados com Pu Erh por 20 semanas, a concentracao de colesterol
também nao foi alterada (JENSEN et al., 2016). Neste trabalho, observamos que
0 extrato de Pu Erh causou uma reducdo 10% na concentracdo de colesterol,
contudo, essa diferenca nao foi significativa em 13 semanas de tratamento. Desta
forma, podemos inferir que alteracdes nas concentracbes de HDL e LDL,
induzidas pelo Pu Erh nas concentracbes P1 e P2, serdo observadas com

tratamentos mais prolongados.

Neste estudo, o ganho de peso aumentou nos animais que ingeriram dieta
hiperlipidica; contudo, o extrato de Pu Erh, nas doses P1 e P2, ndo reverteu este
efeito da dieta. Os efeitos do extrato de Pu Erh sobre o ganho de peso em
roedores ainda s&o controversos na literatura, sendo que alguns trabalhos
demonstraram acéao redutora de ganho de peso (SHIMAMURA et al., 2013; CAI
et al.,, 2017; CAO et al., 2011; HUANG e LIN, 2012; DU et al., 2012; GAO et al.,
2017; HUANG et al., 2019) e outros ndo (WU et al., 2019; SUN et al., 2019). Todos
os trabalhos que identificaram ganho de peso utilizaram altas doses de Pu Erh

(acima de 200mg/kg de peso/dia). Em humanos, o tratamento com Pu Erh, por 20
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semanas, reduziu o indice de massa corporal (JENSEN et al., 2016). Contudo, em
pacientes com sindrome metabdlica, ndo houve alteracdo no peso corporal apos
3 meses de tratamento (YANG et al., 2014). Novamente, a dose utilizada e a forma
de preparacdo do extrato podem gerar estas diferencas nas respostas
metabdlicas nos diferentes modelos de estudo.

Embora o ganho de peso corporal ndo tenha sido alterado, os indices
lipossomaticos foram reduzidos pelo Pu Erh nas duas doses quando os animais
ingeriram dieta padrdo. Contudo, quando os animais foram submetidos a dieta
hiperlipidica, esse efeito ndo foi observado. A suplementacdo de camundongos
com extrato de Pu Erh reduziu o ganho de peso corporal e o acumulo de gordura
corporal (SHIMAMURA et al., 2013). Quanto aos mecanismos envolvidos nesta
reducdo, os autores sugerem que esses efeitos sejam mediados pela diminuicédo
da expressdo de SREBP-1c (proteina de ligacdo ao elemento regulador de
esteroides) e FAS (acido graxo sintase) no tecido adiposo e figado de
camundongos. Ding et al. (2015), estudando os efeitos da introducdo de extrato
de Pu Erh no meio de cultura de C elegans, identificaram que o cha causou
reducdo no estoque de lipidios e na sintese de TGC em animais tratados com
dieta hiperlipidica. Estes efeitos foram mediados pela reducédo na expressao de
fatores de transcricdo homélogos ao SREBP-1c e de enzimas-chave na

biossintese de lipidios.

Neste trabalho, a oxidacdo da glicose e a lipogénese do TABr, ambas
avaliadas in vitro, foram reduzidas pela dieta hiperlipidica (Figura 17 A e B). No
tecido adiposo, a insulina é o principal regulador da captacéo de glicose que pode,
entdo, ser oxidada ou ser direcionada para a sintese de TGC (LIN e SUN, 2009).
A insulina estimula a lipogénese e inibe a lipdlise neste tecido. Desta forma, a

diminuicAo da oxidacdo da glicose e da lipogénese induzidas pela dieta
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hiperlipidica confirma o quadro de resisténcia a insulina o qual pode ser observado
a partir dos resultados do teste de tolerancia a glicose. O tratamento com cha
aumentou a oxidacdo da glicose e a lipogénese no TABr, mesmo néo tendo
alterado a concentracao de insulina sérica, indicando que os componentes do cha
podem atuar, no tecido adiposo, por vias de sinalizacdo diferente daquelas
utilizadas pela insulina. Ding et al.,, (2015) sugeriram que 0S mecanismos
envolvidos na reducéo dos estoques de gordura pelo Pu Erh em C. elegans podem
ser independentes da inibicdo da via de sinalizacdo da insulina (PI3K-AKt e
AMPXKk), verificando que mesmo animais que nao expressavam receptores para
insulina ou a proteina AKT continuaram apresentando efeitos redutores do

estoque de gordura estimulados pelo extrato de Pu Erh.

O tecido hepético € um alvo de investigacdo em relacéo a obesidade, pois o
acumulo ectopico de gordura pode alterar as funcbes hepéticas, situacao
conhecida como esteatose hepética. Além disso, o figado € um érgao- chave no
metabolismo intermediario (GOMES, 2012). Enzimas como ALT e AST néo
estavam alteradas, nem pela dieta, nem pelo uso de extrato (Tabela 4),
demonstrando que ndo houve comprometimento das funcfes hepaticas. Contudo,
a dieta aumentou a bilirrubina direta e o tratamento com ché reduziu os niveis. O
aumento de bilirrubina pode indicar dano celular nos hepatécitos, nos ductos ou

canais biliares, indicando que o ché foi protetor contra esse efeito da dieta.

O figado de animais tratados com dieta hiperlipidica apresentou maiores
concentracfes de TGC e lipidios totais (Figura 15 B e C). Provavelmente, o
aumento das concentracfes de lipidios totais e TGC, observado no figado, foi
decorrente da utilizacao dos lipidios como substrato energético, tendo em vista o
seu maior aporte na dieta hiperlipidica. Ocorreu reducao da lipogénese a partir de

14C-glicose no figado e no TABr apds tratamento com dieta hiperlipidica, indicando
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gue o aumento das reservas lipidicas observado neste tecido foi originado
preferencialmente pelos lipidios da dieta e ndo por glicose. Nos grupos tratados
com extrato de Pu Erh e dieta hiperlipidica (DHP1 e DHP2) houve reducdo na
concentracdo de TGC plasmaticos. Essa reducado pode ter ocorrido em funcéo do
aumento da massa de tecido adiposo branco e da estimulacao da lipogénese. O
tratamento com extrato ndo alterou a lipogénese no figado, mas aumentou no
TABr. O aumento desta reserva no TAB pode proteger o figado contra a formacao

de depdsitos ectdpicos de gordura, prevenindo a esteatose hepatica

O extrato de Pu Erh inibiu a lipogénese de novo a partir do precursor “Cglicose
em animais alimentados com dieta padrdo. Contudo, em animais tratados com
dieta hiperlipidica e cha este efeito ndo foi observado. Dietas ricas em lipideos
reduzem a atividade das enzimas lisogénicas e a atividade lipogénica nas
gorduras retroperitoneal e inguinal (GAIVA et al., 2001; ROTHWELL et al., 1983).
Desta forma, a dieta hiperlipidica induz reducéo da lipogénese e o cha perde a
capacidade de reduzir a lipogénese de novo, pois esta via ja esta reduzida pelo
grande aporte de lipidios que chegam ao figado.

O aumento de peso corporal e das reservas lipidicas nos tecidos adiposos e
figado, assim como a hipercolesterolemia e a hipertrigliceridemia séo fatores de
risco para o desenvolvimento de aterosclerose e doencas coronarias cardiacas
(HUANG E LIN., 2012). No nosso estudo, o uso do extrato de Pu Erh nas duas
doses testadas reduziu o indice de risco coronario e esses dados corroboram com
os de Hou et al.,, (2009) e Deng et al.,, (2015) que demonstraram atividade
antiaterosclerotica do cha.

A hipotese de que o tratamento com extrato de Pu Erh aumentaria a
atividade da enzima PONL1 néo foi confirmada, pois nem o tratamento com extrato

nem a dieta hiperlipidica alteraram a atividade arilesterase desta enzima neste
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estudo. Portanto, a reducéo no indice de risco coronario observada provavelmente
esta relacionada com alteracbes no metabolismo lipidico tecidual e ndo com a
atividade arilesterase da PONL1. A atividade da enzima PON1 esta associada com
a concentracdo de HDL plasmatica. Neste estudo, a concentracédo de HDL estava
aumentada em animais que ingeriram dieta hiperlipidica e a relacdo PON1/HDL
estava reduzida nestes animais; 0 que pode indicar que a expressao génica e
proteica desta enzima esteja reduzida no figado de animais tratados com dieta
hiperlipidica. Além disso, esta enzima pode interagir com muitos substratos; por
isso, ndo podemos descartar a hipétese de que uma alteracdo na atividade
lactonase possa ter ocorrido ap6s os tratamentos. Desta forma, investigacdes
futuras sobre o efeito da dieta ou do extrato sobre atividade lactonase desta
enzima e sua expressdo génica no tecido hepatico serdo necessarias para

responder estas questdes.

6. CONCLUSOES

A figura 18 mostra um esquema dos principais efeitos do extrato de Pu Erh
nos tratamentos com dieta padrao ou dieta hiperlipidica. Nos animais alimentados
com dieta padréo (Figura 18A), o tratamento com extrato de Pu Erh nas doses P1
e P2 reduz a lipogénese de novo no figado, mas aumenta a oxidacdo e a
lipogénese no TABr. Estes resultados, mostrando aumento das reservas de lipidio
no TABr e diminuigdo no figado, indicam que o cha reduziu a probabilidade de
formacado ectopica de gordura, o que € um efeito que protege o tecido hepético

contra o desenvolvimento de esteatose. Além disso, o tratamento com cha
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diminuiu a massa de tecido adiposo no TABr provavelmente por modificagcdo na
lipogénese a partir de lipidios da dieta.

A dieta causou aumento de bilirrubina direta e de proteinas totais, o que
indica alteracdo no metabolismo dos hepatdécitos, com possivel comprometimento
da funcéo hepatica. O extrato reduziu esses parametros, mostrando efeito protetor
hepatico nas doses estudadas.

A atividade protetora da PON1 contra aterosclerose nédo foi alterada pelo
chd, contudo, o IRC foi reduzido pelo efeito do cha sobre o metabolismo hepatico
e no tecido adiposo. Quando os animais foram tratados com dieta hiperlipidica
(Figura 18B), diminuiu a utilizacao de glicose como substrato energético no figado.
Entretanto, as concentracdes de TGC e lipidios totais foram aumentadas neste
tecido. Além disso, no TABr o cha na dose P1 aumentou a oxidacdo de glicose e
nas doses P1 e P2 aumentou a lipogénese de novo, o que pode ter gerado a
reducdo nos niveis de TGC plasmaético.

Este trabalho abriu novas perspectivas de investigacdo do efeito do extrato
de Pu Erh, usando ratos Wistar como modelo biol6gico no nosso laboratério
(Laboratério de Metabolismo e Endocrinologia Comparada — LaMEC). Os
resultados encontrados reforcaram a necessidade de que mais estudos séo
necessarios, utilizando protocolos de preparacdo do cha semelhantes aos usados
para humanos, para que os efeitos do Pu Erh encontrados em estudos pré-clinicos

possam ser aplicados a humanos.
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EFEITOS DO EXTRATODE PU ERH - DIETAPADRAO

p1 ¥ Glicemia

= PON1
=IRC

EFEITOS DO EXTRATODE PU ERH - DIETAHIPERLIPIDICA
Figado

e’ @ ¥ Bilirubina

p2 - Proteinas
Totais

s @ $10C
e @ $IRC

= PON1

Figura 18. Esquema mostrando os principais efeitos do extrato de Pu Erh.
A) animais tratados com dieta padrao, B) Animais tratados com dieta hiperlipidica.
TABr=tecido adiposo branco retroperitoneal; TGC=triglicerideo; P1= extrato de Pu
Erh na concentracdo de 6,7mg/mL; P2 é= extrato de Pu Erh na concentracdo de
13mg/mL; PON1=paraoxonase 1; IRC= indice de risco coronario.
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7. PERSPECTIVAS

A partir deste trabalho, estabelecemos um novo modelo de investigacdo no
nosso laboratorio (laboratério de Metabolismo e Endocrinologia Comparados) dos
efeitos do Pu Erh sobre o metabolismo em ratos. O estabelecimento de um modelo
€ importante tendo em vista que existem diferentes protocolos de tratamento
descritos na literatura e a forma de tratamento, tipo de cha utilizado, dose, forma

de administracdo podem afetar a resposta metabodlica em modelos animais.

Este trabalho abriu novas perspectivas de investigacdo quanto aos efeitos
do extrato de Pu Erh sobre o metabolismo em ratos. A partir dos resultados obtidos

neste trabalho pretendemos:

Investigar os possiveis efeitos do ché na expressdo génica da enzima PON1

no figado;

Investigar a atividade lactonase da enzima PON1 no tecido hepético e se o

cha altera esta atividade;

Verificar se a lipolise é alterada pelo cha nos tecidos hepatico e TABr apos

dieta hiperlipidica,;

Investigar se o0 extrato causa alteracdes no estresse oxidativo no figado e no

tecido adiposo;

Realizar analise histolégica para verificar acumulo de lipidio no tecido
hepatico, assim como o tamanho dos adipécitos nas reservas de lipidios

corporais;
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Anexo 1

Carta de aprovacao do comité de ética em pesquisa da UFRGS

: UFRG S PRO-REITORIA DE PESQUISA %C Elr}A
f - “UFRIES
@ UNIVERSIDADE FEDERA. Comissio De Etica No Uso De Animais

041 RID GRANDE DO SUL

CARTA DE APROVACAO

Comissdo De Etica No Uso De Animais analisou o projeto:

Numero: 38712

THUIO:  ereir0s DO EXTRATO DE PU ERH (CAMELIA SINENSIS) NA ATIVIDADE DA PON1 E NO
METABOLISMO LIPIDICO EM RATOS WISTAR ALIMENTADCS COM DIETA HIPERLIPIDICA

Vigéncia: 30/05/2020 a 01/08/2022

Pesquisadores:
Equipe UFRGS:

MARCI|A TRAPP - coordenador desde 30/05/2020
LUIZ CARLOS RIOS KUCHARSKI - pesquisador desde 30/05/2020
DIANE FEREIRA SILVEIRA - Aluno de Mestrado dasde 30/05/2020

Comissédo De Etica No Uso De Animais 8provou 0 mesmo em seus aspectos éticos e
metodolégicos, para a utilizagao de 72 ratos Wistar, machos, com 50 dlas de idade
provenientes do CREAL/UFRGS, de acordo com os preceitos das Diretrizes e Normas
Nacionais e Internacionais, especialmente a Lei 11.794 de 08 de novembro de 2008, o
Decreto 6899 de 15 de julho de 2009, e as normas editadas pelo Conselho Nacional de
Controle da Experimentacao Animal (CONCEA), que disciplinam a produgéo, manutengéo
e/ou utilizagao de animais do filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem) em
atividade de ensino ou pesquisa.
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