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RESUMO

Ao longo das dltimas décadas, o consumo de dietas ricas em gordura e aglcar tem aumentado
significativamente gerando grandes problemas de saude mundial incluindo obesidade e suas
complicacGes. Além disso, tem sido sugerido que a obesidade pode gerar alteracfes na meméria e no
sistema reprodutivo. Neste contexto, a utilizacdo de compostos naturais com baixos custos e efeitos
colaterais reduzidos e que apresentem atividade antioxidante, como os chas, poderiam reduzir 0s
danos induzidos pelo modelo experimental de obesidade. Este estudo tem por objetivo investigar o
efeito dos diferentes chas (Camellia sinensis) branco, verde, vermelho e preto sobre pardmetros
bioquimicos, alteracdes reprodutivas e de memdria induzidos por uma dieta de cafeteria (DC) em um
modelo de obesidade. Foram utilizados camundongos fémeas Swiss, com 20-25g e 0s animais
receberam dieta padrdo ou DC, durante 8 semanas. Concomitante os animais receberam por via oral
0s Chas (preto, verde, branco e vermelho) (dose de 1%) ou &gua. As camundongas foram pesadas
semanalmente para avaliar o ganho de peso final. Apds o tempo de tratamento, foram realizados testes
comportamentais para avaliar a atividade locomotora (open field), comportamento tipo ansioso
(labirinto em cruz elevada), teste de memoria (reconhecimento de objetos). Os animais foram
eutanasiados e o0 sangue coletado para a realizagdo de testes bioguimicos (glicose, colesterol,
triglicerideos, leptina). A gordura visceral foi retirada e pesada, aléem disso, para analisar parametros
de estresse oxidativo foram removidos hipocampo e ovario, sendo que desse Ultimo tambem foi
analisado por histologia. No artigo 1: as camundongas que foram submetidas a DC apresentaram
ganho de peso, acumulo de gordura corporal, aumento dos niveis de glicose, colesterol e
triglicerideos, associados a déficits de memdria e aumento dos niveis de espécies reativas (ER) e da
atividade da acetilcolinesterase (AChE) em hipocampo. Todos os chas reduziram significativamente
a atividade da AChE e parcialmente o acimulo de gordura. Chas verdes e vermelhos reduziram o
déficit de memoria. Os chas branco, verde e preto reduziram os niveis de ER, enquanto apenas o cha
verde e 0 preto reduziram os niveis de triglicerideos no plasma. Diante dos resultados obtidos, o cha
verde foi melhor que os demais chas na reducdo de efeitos dos danos causados pela CD uma vez que
foi capaz de proteger em um maior nimero de parametros analisados. No manuscrito 1 apds as 8
semanas de tratamento as camundongas que ingeriram a CD apresentaram estresse oxidativo nos
ovarios, evidenciado pelo aumento significativo de ER e diminuicdo da capacidade antioxidante total.
Além disso, houve aumento de oito vezes na concentracdo de leptina sanguinea nos animais
alimentados com dieta comparados com o controle. Os chas verde, vermelho e preto revertem
parcialmente a hiperleptinemia, enquanto os chas branco, verde e preto restauram a FRAP aos niveis
do controle. Tendo em vista os resultados obtidos, podemos concluir que o consumo de uma DC
causa prejuizos ao organismo, como déficit de memoria e alteragdes no ovario e os chas poderiam,
ao menos em parte, em proteger dos danos causados pelo consumo deste tipo de dieta.

Palavras-chave: Dieta de Cafeteria, Obesidade, Memoria, Camellia sinensis, Leptina, Ovario.



ABSTRACT

Over the past few decades, consumption of high-fat and high-sugar diets has increased significantly,
generating major health problems worldwide including obesity and its complications. In addition, it
has been suggested that obesity can impair memory and reproductive system. In this context, the use
of natural compounds with low costs and reduced side effects and antioxidant activity, such as teas,
could reduce the damages induced by the experimental model of obesity. This study aims to
investigate the effect of different white, green, red and black teas (Camellia sinensis) on parameters
of obesity induced by a cafeteria diet (CD). Swiss female mice were used with 20-25g and the animals
received standard or CD diet for 8 weeks. Concomitant animals received orally the Teas (black, green,
white and red) (1% dose) or water. The mice were weighed weekly to evaluate the final weight gain.
After treatment, behavioral tests were performed to evaluate the locomotor activity (open field),
axiolitic like behavior (plus maze), behavioral memory test (object recognition). The animals were
euthanized and blood was collected for biochemical tests (glucose, cholesterol, triglycerides, leptin).
Visceral fat was removed and weighed; in addition, to analyze parameters of oxidative stress were
removed hippocampus and ovary, and the latter was also analyzed by histology. In the first article,
mice submitted to CD presented weight gain, accumulation of body fat, increased levels of glucose,
cholesterol and triglycerides, associated with memory deficits and increased levels of reactive species
(RS) and acetylcholinesterase activity (AChE) in hippocampus. All teas significantly reduced AChE
activity and partially fat accumulation. Green and red teas reduced memory deficit. White, green and
black teas reduced ER levels, while only green and black tea reduced plasma triglyceride levels.
Considering the results obtained, green tea was better than others teas in reducing the damages caused
by the CD since it was able to protect in a greater number of parameters analyzed. In the first
manuscript, after 8 weeks treatment mice that ingested the CD presented oxidative stress in the
ovaries, evidenced by the significant increase of ER and decrease of the total antioxidant capacity. In
addition, there was an eight-fold increase in blood leptin concentration in diet fed animals compared
to control. Green, red and black teas partially reverse hyperleptinemia, while white, green and black
teas restore FRAP to control levels. Considering the results obtained with this study, we can conclude
that the consumption of CD causes damages the body, such as memory deficit and alterations in the
ovary and teas could, at least in part, protect against the damages caused by the consumption of this
type of diet.

Key-words: Cafeteria diet, Obesity, Memory, Camellia sinensis, Leptin, Ovary.
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1. INTRODUCAO

A obesidade é considerada um problema de satde publica em diversos paises do
mundo, principalmente nas sociedades ocidentais e industrializadas (Baker, Olsen et al.
2007; Cobayashi, Oliveira et al. 2010). Ela pode ser caracterizada por um processo
patoldgico complexo que inclui um estado de estresse oxidativo crénico (Higdon and Frei
2003), associado a processos metabolicos e inflamatérios (Hursting and Berger 2010),
levando ao desenvolvimento de diversas doencas: diabetes mellitus tipo 2, doencas
cardiovasculares, dislipidemia, hipertensao arterial (Eikelis, Schlaich et al. 2003), cancer
(Shehzad, Khan et al. 2012), déficit cognitivo (de la Monte, Longato et al. 2009) e
disfuncdo reprodutiva (Brewer and Balen 2010).

A principal causa do sobrepeso e da obesidade estd relacionada com o
desequilibrio prolongado entre o consumo alimentar e 0 gasto energético, resultando no
excesso de gordura corporal (Sarturi, das Neves et al. 2010; Pinho, Diniz Ada et al. 2013).
O tecido adiposo, antes considerado um simples reservatorio de energia, passou a ser
entendido como um complexo érgédo com multiplas fungdes, participando da regulagéo
enddcrina do organismo (Volp 2008). Ele é responsavel pela liberacdo de proteinas
conhecidas como adipocinas dentre elas: adiponectina, fator de necrose tumoral (TNF),
interleucina 6 (IL-6), leptina (Ouchi, Parker et al. 2011), que exercem acbes sobre
diferentes sistemas biologicos e que sdo importantes reguladores do metabolismo
energético e de processos inflamatorios (Scherer 2006).

A leptina € um horménio presente na circulacdo em quantidade proporcional a
quantidade de tecido adiposo (Maffei, Halaas et al. 1995), e atua sobre os reguladores
centrais da ingestdo alimentar produzindo saciedade. Além disso, € um componente
importante no processo de sinalizacdo do estado nutricional ao eixo Hipotalamo-
Hipdfise-Gonadas, influenciando os estados de transicbes reprodutivas, como a
puberdade e a maturacdo sexual em roedores (Iwasa, Matsuzaki et al. 2010; Elias and
Purohit 2013).

Na obesidade, os altos niveis circulantes de leptina ndo induzem a diminuigdo do
consumo alimentar, indicando que pessoas obesas estdo resistentes a acao da leptina (Jung
and Kim 2013). Uma concentracdo suficiente de leptina é necessaria para a funcéo
reprodutiva normal (Landry, Cloutier et al. 2013) sendo que o0 aumento na sua
concentracdo estd associada com piora da fecundidade (Brewer and Balen 2010).

Mulheres obesas sofrem mais de alteracGes do ciclo menstrual, piora da ovulagdo, com
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consequente efeito negativo sobre o endométrio e implantacdo. Também ocorre piora da
resposta destas mulheres obesas aos tratamentos de reproducédo assistida, bem como nas
taxas de fertilizacdo, implantacdo e concepcdo (Penzias 2012; Bellver, Mifsud et al.
2013).

Diversos estudos também tém demonstrado que a obesidade estd fortemente
relacionada & vulnerabilidade cerebral e aos distarbios cognitivos (Bruce-Keller, Keller
et al. 2009; van den Berg, Kloppenborg et al. 2009; Galioto, Alosco et al. 2013).
Evidéncias sugerem que diversos mecanismos sdo susceptiveis de vincular obesidade e
déficit cognitivo, supondo que a inflamacdo sistémica e central presente na obesidade
podem comprometer estruturas responsaveis pela memoria (Nummenmaa, Hirvonen et
al. 2012; Miller and Spencer 2014). Isso acontece devido as alteragcdes envolvidas na
fisiopatologia da obesidade, com o0 aumento de citocinas pré-inflamatorias (Galic, Oakhill
et al. 2010; Thaler, Yi et al. 2012), bem como presenca de estresse oxidativo (de Farias,
Bom et al. 2013).

Os sistemas envolvidos no processo de memoria, dependem do bom
funcionamento do SNC que, transmitem informagdes aos neurdnios atraves de
neurotransmissores especificos, como acetilcolina, dopamina, noradrenalina, serotonina
e glutamato (Zimmerman and Soreq 2006). Nesse sentido, a acetilcolinesterase (AChE),
enzima que degrada o neurotransmissor acetilcolina, é importante para o funcionamento
do SNC, ja que € responsavel pela finalizacdo da transmissao dos impulsos nervosos, e
esta associada ao desenvolvimento encefalico, aprendizagem, memoria (Zimmerman and
Soreq 2006; Smith 2007).

Novas estratégias para o controle de peso contemplam o uso de compostos
bioativos na dieta fornecendo potenciais efeitos antiobesidade. O cha tem sido utilizado
no contexto de manter ou melhorar a saude. O cha é uma das bebidas mais consumidas
no mundo. Existem trés tipos de chas obtidos da planta Camellia sinensis: ndo oxidados
(cha branco e verde), parcialmente oxidado (Cha vermelho e oolong) e completamente
oxidado (chéa preto) (Almajano, Carbd et al. 2008). Tem sido relatado que os chas contém
muitas substancias, tais como catequinas e outros polifendis (Moriyama 2008), que
parecem ser eficazes para a prevencdo de diversas doencas (Basu and Lucas 2007;
Bolling, Chen et al. 2009).

Considerando o namero de individuos com sobrepeso e obesidade e o risco de
desenvolver outras doencas associadas, apresenta-se a necessidade de conhecer mais

sobre a fisiopatologia desta doenca e 0s danos causados pela mesma sobre a meméria e



13

sobre o sistema reprodutor. Além disso, comparar um possivel efeito benéfico dos
diferentes chas (Camellia sinensis): branco, verde, vermelho e preto.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1.DIETA DE CAFETERIA

Existe uma grande variedade de modelos utilizados na inducgdo da obesidade em
animais. Alguns estudos baseiam-se em lesGes em regides especificas do SNC, como no
ndcleo ventromedial do hipotalamo, induzindo hiperfagia (Peters, Pellerin et al. 2007).
Outras investigacdes, utilizam os modelos genéticos de obesidade, como 0s camundongos
ob/ob, db/db e Agouti amarelo e os ratos Zucker (fa/fa) para a avaliagdo das
anormalidades genéticas envolvidas no controle da homeostase energética (Sampey,
Vanhoose et al. 2011). Entretanto, os modelos que induzem obesidade pelas mudancgas na
dieta sdo os que mais se assemelham a obesidade humana, por oferecer maior aporte
calorico e sdo chamados de dieta de cafeteria, hiperlipidica ou dieta hiperpalatavel
(Kretschmer, Schelling et al. 2005; Prada, Zecchin et al. 2005; Cesaretti and Kohlmann
Junior 2006; Sampey, Vanhoose et al. 2011).

Esse tipo de dieta com alta palatabilidade tem elevado teor de carboidratos, na sua
maioria carboidratos simples, provenientes do uso de cereais refinados; grandes
quantidades de gordura, principalmente gorduras saturadas e/ou trans e baixo teor de
proteinas, fibras alimentares e micronutrientes (Elahi, Cagampang et al. 2009; Bayol,
Simbi et al. 2010). Nas sociedades modernas, o consumo de grandes quantidades de
acucares e lipidios, bem como um estilo de vida sedentario, tem sido associado a
disturbios metabdlicos e comprometimento da funcdo cerebral (Unger and Orci 2001;
Molteni, Barnard et al. 2002). Estudos em humanos com sobrepeso ou obesos mostram
aumento na taxa de transtornos psiquiatricos, em especial transtornos de humor e
ansiedade (Becker, Rinck et al. 2001; Chakravarthy and Booth 2004; Simon, Von Korff
et al. 2006; Teegarden and Bale 2007)

A dieta de cafeteria produz aumento da ingestdo calorica, aumento significativo
de peso corporal e na quantidade de gordura visceral, alteracfes no metabolismo glicidico
e lipidico, resisténcia a insulina e hiperleptinemia (Bailey, Flatt et al. 1986; Prada,
Zecchin et al. 2005; Goularte, Ferreira et al. 2012).

A introducéo da dieta de cafeteria aos animais pode ocorrer em diferentes etapas

da vida, como estudos demonstraram aos 7 dias pos-parto (Dameto, Rayo et al. 1994),
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apos o desmame (Prats, Monfar et al. 1989), ou ainda, na fase adulta (Rothwell and Stock
1979). A ingestdo dessa dieta por ratas prenhas produz também um quadro semelhante ao
diabetes gestacional (Holemans, Caluwaerts et al. 2004). Estudos tém mostrado que o
consumo desta dieta causa o estresse oxidativo (Barnard, Gonzalez et al. 2006; Campion,
Milagro et al. 2006; Bullo, Casas-Agustench et al. 2007), por aumentar dos niveis de
oxidacdo de proteinas e peroxidacao lipidica.

2.2. OBESIDADE

O mundo vive atualmente o que podemos chamar de epidemia da obesidade, uma
vez que a prevaléncia dessa doenca tem crescido em proporc¢des alarmantes durante os
ultimos anos. A obesidade é classificada como um problema de satde publica em diversos
paises do mundo, principalmente nas sociedades ocidentais e industrializadas (WHO
2012; Mattes 2014)

A preocupacdo com a desenfreada expansao da obesidade ocorre devido a ela ser
considerada o quinto maior fator de risco para doencas em todo o mundo (Keller and
Lemberg 2003; Dulloo, Jacquet et al. 2010). A projecdo é que, em 2025, cerca de 2,3
bilhdes de adultos estejam com sobrepeso; e mais de 700 milhdes, obesos. No Brasil, a
obesidade esta crescendo cada vez mais, sendo que alguns levantamentos apontam que
mais de 50% da populacdo esta acima do peso, ou seja, na faixa de sobrepeso e obesidade
(Brasil 2017)

A etiologia da obesidade é multifatorial e esta relacionada a fatores genéticos,
ambientais, comportamentais e socioculturais (Sarturi, das Neves et al. 2010; Pinho,
Diniz Ada et al. 2013). Nos ultimos tempos ocorreu uma mudanga muito grande tanto na
composicdo da dieta diaria, quanto como nos habitos alimentares das sociedades
ocidentais, em que uma percentagem crescente da populacdo consome principalmente
dietas ricas em gordura, ou acucares, além de dietas com excesso de calorias (Weisburger
1997; Shaw, Hall et al. 2005). Além disso, os padrdes alimentares adotados pela
sociedade no atual estilo de vida, acarretaram em um modelo de sedentarismo que ndo se
resume apenas na quantidade de calorias gastas, mas sim no excesso de calorias que é
ingerido ao realizarmos certas atividades rotineiras como assistir televisao, ouvir musica,

jogar videogame (Chaput, Klingenberg et al. 2011).
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A obesidade pode ser conceituada como uma doenca caracterizada pelo acumulo
excessivo de gordura corporal, devido balanco energético positivo, acarretando
repercussdes a salde, com perda importante na qualidade e no tempo de vida. Uma das
classificagbes da obesidade foi proposto pela OMS, baseando-se no indice de Massa
Corporal (IMC) definido pelo calculo do peso corporal, em quilogramas, dividido pelo
quadrado da altura, em metros quadrados (IMC = kg/m?). Para ser classificada como
obesa, uma pessoa necessita apresentar o IMC igual ou superior a 30, sendo que o
individuo com IMC entre 25 e 29,9, ele ja é classificado com sobrepeso (Pi-Sunyer 2000;
WHO 2012).

O peso corporal de individuos obesos esta acima do aceitavel, entretanto, ndo é
importante apenas a quantidade total de gordura, mas também onde ela se encontra em
excesso no corpo (Pi-Sunyer 2000; Haslam and James 2005; Despres and Lemieux 2006).
A distribuicéo de gordura é tdo importante que, junto com o célculo do IMC, normalmente
é feita a medida da circunferéncia abdominal. Valores maiores que 94 cm para homens,
ou 80 cm para mulheres, sdo considerados risco de complicagdes metabolicas associadas
a obesidade (OMS, 1998).

Na obesidade existe uma disfuncdo do metabolismo do tecido adiposo e de seus
componentes, podendo ocasionar um distarbio metabolico importante, gerando a
sindrome metabolica, risco de doengas cardiovasculares e outros disturbios, tais como
hipertensdo, hiperglicemia, hiperinsulinemia, hipertensdo arterial, aterosclerose,
dislipidemia e diabetes tipo Il (Haslam and James 2005; Knight 2011; Alosco and
Gunstad 2014; Mattes 2014). Além disso, individuos obesos apresentam maior risco de
desenvolver outros problemas de satde, como certos tipos de cancer, apneia, problemas
respiratorios, osteoartrite (Lyznicki, Young et al. 2001; Castillo-Martinez, Lopez-
Alvarenga et al. 2003), aumento do risco cirdrgico e anestésico, diminui¢do da agilidade
fisica e disturbios na gestacdo e na fertilidade, como auséncia de ovulacdo (Tavares 2010).
Estudos recentes relacionam a obesidade com efeitos cognitivos adversos (de la Monte,
Longato et al. 2009; van den Berg, Kloppenborg et al. 2009; Galioto, Alosco et al. 2013)
e o risco de deméncias, tais como a doenca de Alzheimer (Miller and Spencer 2014; Toda,
Ayajiki et al. 2014).

Evidéncias em torno da obesidade apontam esta doenca como sendo um estado de
estresse oxidativo sistémico devido a varios possiveis mecanismos, dentre eles, o
acumulo de gordura corporal, a diminuicdo das defesas antioxidantes, hiperglicemia,

inflamacdo crénica subclinica e hiperleptinemia (Higdon and Frei 2003; Vincent and
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Taylor 2006; Vincent, Innes et al. 2007). Estudos verificaram que a obesidade esta
diretamente relacionada a alteragGes nas fungdes enddcrinas e metabolicas do tecido
adiposo, sendo que em individuos obesos, esse tecido aumenta a capacidade de sintese de
moléculas com acdo pré-inflamatorias (Bullo, Casas-Agustench et al. 2007; Cai, Cole et
al. 2008).

O tratamento da obesidade é benéfico na medida em que a perda de peso reduz o
risco de mortalidade e morbidade. Ainda que a perda de peso moderada seja somente 5 a
10 % do peso inicial, ja € possivel observar os efeitos benéficos para a satde (Van Gaal,
Wauters et al. 1997).

2.2.1. TECIDO ADIPOSO

O tecido adiposo é constituido por diferentes componentes, incluindo adipocitos,
pré-adipocitos, células endoteliais, mondcitos, macrofagos e tecido conjuntivo
fibroblastico (Lee, Wu et al. 2010). Além disso, o tecido adiposo visceral e subcutaneo
apresentam diferencas na capacidade metabdlica e no padrdo de adipocinas secretada
(Hajer, van Haeften et al. 2008; Surmi, Atkinson et al. 2008; Maury and Brichard 2010)

O tecido adiposo ndo é um mero reservatorio de energia ou regulador da
temperatura corporal, mas um 0Orgdo endocrino, metabolicamente ativo, secretor de
peptideos bioativos que apresentam agéo local ou sistémica. O tecido adiposo é um 6rgéo
multicelular com inimeras fungdes: isolamento térmico, barreira fisica ao trauma (Godoy
2014; Speretta 2014), desempenha papel ativo na regulacdo da homeostasia da energia
corporal e em outros processos fisiologicos como: metabolismo de lipideos e glicose,
inflamacdo, coagulacdo, pressdo sanguinea e comportamento alimentar, além de
comunicacdo com o SNC e o trato gastrintestinal, afetando dessa forma o metabolismo e
funcdo de alguns 6rgdos e tecidos como musculos, figado, vasos sanguineos e cérebro
(Hajer, van Haeften et al. 2008; Heilbronn and Campbell 2008)

O tecido adiposo € geralmente separado em tecido adiposo visceral (TAV) e
subcutaneo (TAS). O TAV refere-se ao tecido adiposo no interior da cavidade abdominal,
0 que representa entre 10 e 20% da gordura corporal total de homens obesos e magros, e
entre 5 e 10% de gordura total em mulheres (Kaminski and Randall 2010). O TAS

representa aproximadamente 80% da massa de gordura total em individuos saudaveis,
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porém o TAV é metabolicamente mais ativo, e 0 acimulo é mais preditivo de mortalidade
associada a obesidade (Girard and Lafontan 2008).

O risco de saude aumentado decorrente da obesidade é dependente da quantidade
e da localizagdo do tecido adiposo (Ohlson, Larsson et al. 1985; Bjorntorp 1997). As
mulheres apresentam maior quantidade de tecido adiposo subcutaneo comparado aos
homens (Lonngvist, Thorne et al. 1997; Mujica, Leiva et al. 2008), e apresentam um
excesso de adiposidade na regido subcuténea glitea ou femoral, que € associado com
riscos para desordens metabdlicas (Ohlson, Larsson et al. 1985; Bjorntorp 1996). A
gordura subcutanea esta dispersa dentro de uma grande area sob a pele, é relativamente
pouco inervada e vascularizada e tem células com maior didmetro que dos adip6citos
intra-abdominais (Wajchenberg 2000). Este tecido realiza a captacdo de &cidos graxos e
estoca 0 excesso de calorias (Michailidou, Jensen et al. 2007; Shadid, Kanaley et al.
2007), sendo importante para as mulheres quando necessitam utilizar-se dos estoques de
energia para suprir a demanda calorica durante a amamentagéo.

O tecido adiposo ainda pode ser classificado em dois tipos: tecido branco e tecido
marrom, e essa classificacdo ocorre de acordo com sua estrutura celular, localizacéo,
coloracdo, vascularizagdo e fungdo. O tecido adiposo marrom dissipa seus depositos de
gordura, produzindo calor (termogénese adaptativa) como consequéncia do
desacoplamento da fosforilacdo oxidativa mitocondrial (Lowell and Spiegelman 2000),
sendo presente em grandes quantidades durante a infancia, mas é escasso nos individuos
adultos. Por outro lado, o tecido adiposo branco é encontrado em maior quantidade nos
adultos e armazena triglicerideos e libera acidos graxos conforme a necessidade do
organismo, bem como secreta varias adipocitocinas importantes na regulacdo da ingesta
energética, metabolismo lipidico e homeostase da glicose (Pond and Mattacks 1991).
Sabe-se que os adipdcitos do tecido adiposo branco produzem uma variedade de citocinas
inflamatdrias na proporc¢éo de seus volumes, e a obesidade esta associada com o aumento
de varios destes peptideos pro- inflamatérios (Trayhurn and Wood 2004)

A quantidade de adipdcitos, bem como o seu tamanho, depende do balango entre
0 acimulo de gordura (lipogénese) e a sua utilizacdo (lipdlise) (Ahima 2006). Estes
fendmenos sdo influenciados por diversos fatores como a quantidade de tecido adiposo,
sexo, impulsos neuronais, horménios (estrogénios, androgénios, insulina, horménio de
crescimento e cortisol) e ainda atividade fisica (Bohler, Mokshagundam et al. 2010). A
hipertrofia dos adipdcitos, possui alta correlacdo com a obesidade, pois ocasiona uma

reducdo no fluxo sanguineo com consequente hipoxia, infiltracdo e ativacdo de



19

macréfagos no tecido adiposo. Isso, por sua vez, leva a um aumento do processo
inflamatorio cronico (Skinner, Steiner et al. 2010)

O efeito entre a quantidade de tecido adiposo e a inflamacéo € sinérgico, ou seja,
quanto mais adiposidade, maior os niveis de citocinas inflamatérias e quanto maior a
quantidade de tecido adiposo (obesidade central e abdominal) maior associagdo com a
sindrome metabdlica (Volp 2008).

As células do tecido adiposo, os adipdcitos, produzem a maior parte das citocinas
envolvidas no processo inflamatorio, como as adipocinas: IL-6, TNF-a, leptina e
adiponectina, resistina e proteina quimiotéatica para mondcitos (MCP-1) (Halberg,
Wernstedt-Asterholm et al. 2008). Essas adipocinas estdo envolvidas na regulacdo da
pressdo arterial, homeostase vascular e angiogénese e diretamente relacionadas com as
doencas cardiovasculares (Prado 2009). Além disso, sdo importantes reguladores do
metabolismo energético e de processos inflamatorios (Scherer 2006) e podem ter impacto
sobre varios aspectos biologicos, incluindo homeostasia energeética, funcdo imunoldgica,
neuroldgica e reprodutora (Costa, Cintra Ide et al. 2006; Bruce-Keller, Keller et al. 2009;
Ouchi, Parker et al. 2011).

2.2.2. LEPTINA

Em 1994, Zhang e colaboradores conseguiram identificar o gene ob em humanos
e roedores, demonstrando ainda que o produto do gene ob era um transcrito de 4,5 kb
especificamente expresso no tecido adiposo, e codificava um peptideo a ser secretado de
167 aminoéacidos (Gualillo, Gonzalez-Juanatey et al. 2007). Este hormdnio peptidico foi
chamado de leptina (do grego leptos, que significa magro). A leptina é secretada
primariamente pelos adipécitos e transmite um sinal periférico para o SNC sobre a reserva
de gordura corporal, tendo sido por este motivo denominado de fator de saciedade.

O principal efeito bioldgico da leptina é o controle da ingestdo alimentar e
aumento do gasto energético por ativacdo de receptores altamente expressos no
hipotalamo (Jung and Kim 2013). A leptina tem um papel significativo na manutencéo
do metabolismo corporal (Wasim, Awan et al. 2016), sendo responsavel por estimular a
captacdo de glicose pelo musculo esquelético, a lipdlise no adipdcito, a oxidacdo de

acidos graxos em diferentes tecidos, a termogénese no tecido adiposo marrom e por inibir
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a gliconeogénese e a lipogénese hepatica (Vazquez-Vela, Torres et al. 2008). Tem sido
sugerido também, que ela possui acdo quimiotatica e pode iniciar o recrutamento de
mondcitos e macréfagos no tecido adiposo (Tilg and Moschen 2006; Surmi, Atkinson et
al. 2008).

Os niveis de leptina circulante podem ser alterados, principalmente, pela ingestao
alimentar, porém, diversos estudos tém demonstrado o papel de outros fatores sobre a
concentragdo desse horménio no plasma. Dentre os fatores que podem interferir na
secrecdo da leptina, além do ciclo alimentacdo/jejum, pode-se citar o IMC, o exercicio
fisico, a exposicdo ao frio e o consumo de alcool (Margetic, Gazzola et al. 2002).

O aumento nos niveis de leptina no sangue faz com que ocorra a liberagdo de a-
MSH (alfahorménio estimulador de melandcitos) através de POMC (pro-
opiomelanocortina) e de CART (transcrito regulado por cocaina e anfetamina), nos
neurdnios do nucleo arqueado. Tais peptideos atuam no encéfalo e sdo designados
anorexigénicos, por inibirem o apetite e aumentarem a taxa metabodlica (Kristensen, Judge
et al. 1998; Cowley, Smart et al. 2001). Em contrapartida, uma reducdo nos niveis
sanguineos de leptina estimula outro tipo de neurdnio do nucleo arqueado, o qual contém
sua propria mistura de peptideos: NPY (neuropeptideo Y) e AgRP (proteina relacionada
a agouti). Os efeitos desses peptideos no balango energético séo de estimular o apetite e
diminuir o metabolismo (Billington, Briggs et al. 1991; Shutter, Graham et al. 1997).

Sendo conhecidos como peptideos orexigénicos (Leinninger 2009).

Figura 1 - Representacdo esquematica do efeito da leptina sobre receptores do
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Fonte:(Willians 2002)

Como a leptina é secretada de acordo com a quantidade de gordura corporal,
individuos obesos secretam grandes quantidades desse horménio (Zhang and Scarpace
2006). Porém, o que ndo se observa nesses individuos é a acdo anorexigena da leptina, ja
que esses individuos fazem grande consumo de alimentos. Alguns estudos mostraram que
individuos obesos apresentam elevados niveis plasmaticos de leptina, cerca de cinco
vezes mais que aqueles encontrados em magros (Considine 1996)

A falta de acdo da leptina parece ndo ser por uma deficiéncia em sua producéo,
mas por um quadro de resisténcia ao horménio, de forma similar a resisténcia a insulina
que ocorre nos diabéticos do tipo 2. Possiveis explicacdes para a resisténcia a leptina em
individuos obesos incluem problemas na barreira-hemato-enceféalica (BHE), que ndo
permitiria a passagem do hormdnio ao encéfalo, e/ou problemas na sinalizagdo do
receptor da leptina nos neurdnios hipotalamicos (Banks, Farr et al. 2006; Berthoud and
Morrison 2008). Além disso, a alta concentracdo de triglicerideos circulantes com o
consumo de dietas palataveis parece contribuir para o bloqueio do transportador de leptina
da BHE, contribuindo para o quadro de resisténcia a esse horménio (Banks, Coon et al.
2004). Dessa forma, a resisténcia a leptina ndo impede o aumento da adiposidade ou o
consumo excessivo de alimentos que se observa na obesidade (Morrison 2008).

A hiperleptinemia seguida da resisténcia a leptina pode ser uma importante causa
da disfuncdo do adipdcito e suas consequéncias, e da sobrecarga de lipideos em tecidos
periféricos na obesidade, fator favoravel ao desenvolvimento de resisténcia a insulina
(Vazquez-Vela, Torres et al. 2008).

O principal local de producdo da leptina é no tecido adiposo, porém diversas
evidéncias demonstraram sua producdo em outros tecidos, como na placenta, ovarios,
células epiteliais mamarias humanas (Smith-Kirwin, O'Connor et al. 1998), medula dssea
de humanos e de ratos recém nascidos (Chen, Hausman et al. 1998; Laharrague, Larrouy
et al. 1998; Chen, Gu et al. 1999), estdbmago (Bado, Levasseur et al. 1998), musculo
esquelético (Wang, Liu et al. 1998), glandula pituitaria (Morash, Li et al. 1999; Jin, Zhang
et al. 2000). Os receptores de leptina também foram identificados em células da teca e
granulosa (Agarwal, Vogel et al. 1999), odcitos (Ryan, Woodhouse et al. 2002) e
embrides (Kawamura, Sato et al. 2002).

Algumas evidéncias sugerem que um determinado limiar de concentracédo

plasmética de leptina é indispensavel para a instalacdo da puberdade e a manutencéo da
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capacidade reprodutiva, principalmente em fémeas, através da regulacdo do eixo
reprodutivo (Elias and Purohit 2013), embora algumas evidéncias sugiram que em
condic¢des fisioldgicas a leptina ndo é um fator deflagrador da puberdade, mas sim atua
como um fator permissivo para o curso normal da maturacgéo sexual e inicio da puberdade
(Cheung, Thornton et al. 1997; Tena-Sempere 2007). Alguns estudos também tém
demonstrado um papel potencial direto da leptina na regulacdo da funcdo ovariana dos
mamiferos, bem como no desenvolvimento embrionario de odcitos e pré-implantacgdo, ja
que foi demonstrado a presenca de leptina nos fluidos foliculares e uterinos (Butzow,
Moilanen et al. 1999; Kawamura, Sato et al. 2002).

No ovario, os niveis de leptina elevados em mulheres obesas, diminuem a
producao de estradiol nas células da granulosa em resposta ao FSH, atuando através dos
receptores da teca e granulosa (Polotsky, Allshouse et al. 2015). Niveis elevados de
leptina suprimem diretamente as gbnadas e tém o potencial de comprometer a
esteroidogénese ovariana normal, mesmo em ciclos ovulatorios (Smith, Jackson et al.
2002). Foi demonstrado anteriormente que a leptina inibe significativamente o
crescimento folicular precoce em camundongos imaturos e adultos e que essa inibicao é
dependente de FSH (Kikuchi, Andoh et al. 2001).

2.2.3. SISTEMA REPRODUTOR

2.2.3.1.CICLO ESTRAL

O conhecimento atual sobre o ciclo ovariano de mamiferos baseia-se, sobretudo,
em estudos realizados em ratas, visto que muitas similaridades sdo encontradas entre o
ciclo da mulher e o da rata: ovulam ciclica e espontaneamente, independente de alteracGes
sazonais ou de atividade sexual, e apresentam um perfil de variac6es de gonadotrofinas e
esteroides gonadais semelhante (Matthews and Kenyon 1984; Freeman 1994). Entretanto,
existem algumas diferencas: na mulher o marco do ciclo menstrual é a menstruacdo e na
rata € a ovulacdo, caracterizado pela receptividade sexual (Martinelli 2005). Outra
diferenca é em relacdo a formacao dos foliculos primordiais, ja que nas mulheres estes
foliculos estdo presentes desde a vigésima semana de vida fetal, e nas fémeas de roedores

formam-se nos primeiros trés dias de vida ap6s o nascimento. E em relacdo ao
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recrutamento e selecdo do foliculo antral, os mecanismos sdo semelhantes, entretanto, em
roedores, maltiplos foliculos tornam-se dominantes a cada ciclo estral, portanto, o
processo de ovulagdo é de varios odcitos por ciclo enquanto na mulher, normalmente,
somente um torna-se dominante para ovular. (Hirshfield 1991)

O ciclo reprodutivo das ratas é chamado de ciclo estral e é caracterizado por quatro
fases: proestro, estro, metaestro (ou diestro 1) e diestro (ou diestro Il) (Freeman 1994;
Westwood 2008). A ovulacdo ocorre do inicio do proestro até o fim do estro. A duragao
do ciclo é em média de quatro dias e isso faz com que sejam animais ideais para
investigacdo das mudancas que ocorrem durante o ciclo reprodutivo (Marcondes, Bianchi
et al. 2002). A fase proestro tem duracdo de 12 a 14 horas e antecede o estro, o qual tem
duracdo de 25 a 27 horas, € é a fase em que ocorre a ovulagdo. O metaestro ou diestro |
dura em torno de 6 a 8 horas e o diestro I, 55 a 57 horas (Smith, Freeman et al. 1975).

A caracterizacdo de cada fase se faz de maneira rapida e facil através da citologia
vaginal, coletada através de lavados vaginais diariamente pela manhd, as quais podem ser
determinadas através das mudangas que ocorrem na mucosa vaginal, caracterizadas por
um padrdo distinto de células epiteliais, leucocitos e células queratinizadas em cada
periodo (Matthews and Kenyon 1984; Marcondes, Bianchi et al. 2002). Em cada fase do
ciclo estral verifica-se variacGes nas concentragdes hormonais de esteroides gonadais e
consequentemente de gonadotrofinas, que estdo relacionadas com alteracOes

comportamentais (Smith, Freeman et al. 1975; Freeman 1994).

Figura 2 — Diferenca entre ciclos reprodutivos em humanos e em ratas.
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2.2.3.2. OBESIDADE E REPRODUCAO

Estudos ja demonstravam que uma quantidade minima de gordura corporal é
necessaria para o inicio e manutencéo dos ciclos ovulatérios (Kennedy and Mitra 1963;
Frisch and McArthur 1974). O tecido adiposo é um sitio de ativa producdo de andrégenos
(Pasquali and Gambineri 2006) e é um local de ativa conversdo de andrégenos a
estrogenos, que é um processo intensamente dependente e diretamente proporcional a
quantidade de gordura corporal (Longcope, Kato et al. 1969). De fato, meninas
excessivamente magras comumente apresentam atrasos na menarca e amenorreia (Golden
and Shenker 1994). Entretanto, o excesso de gordura corporal também parece interferir
negativamente na funcdo reprodutiva, pois observacdes clinicas tém sugerido que existe
uma forte relagdo entre a adiposidade e a infertilidade feminina (Bolumar, Olsen et al.
2000; Pasquali, Pelusi et al. 2003).

A obesidade pode interferir na reproducéo de homens e mulheres. Nos homens a
obesidade pode aumentar a quantidade de testosterona circulante para ser transformada
em estradiol, assim diminuindo a producdo de testosterona e espermatozoides. Em
mulheres, a obesidade pode levar a alteracdo do ciclo menstrual, j& que hd aumento de
estrogénio, interfere na fertilidade, no desenvolvimento dos 6vulos e das caracteristicas
femininas.

O desenvolvimento dos foliculos nos ovarios depende da integridade do eixo
hipotalamico-hipofisario-gonadal, sendo que o FSH produzido pela hipofise vai atuar nas
células da granulosa dos foliculos promovendo seu crescimento. O estrogénio aumentado
induz a liberacdo pela hipofise do pico pré-ovulatorio de LH que promove a maturacao
do odcito e a, consequente, ovulacdo (Broekmans, de Ziegler et al. 2010). Esse
crescimento, basicamente, inicia-se quando as concentracdes de estrogénio estdo baixas
e sinalizam para o hipotalamo liberar o Horménio Liberador de Gonadotrofinas (GnRH),
que age na hipofise liberando o FSH, gque estimula o crescimento dos foliculos nos ovarios
(Silva, van den Hurk et al. 2004; Speroff, Kenemans et al. 2005).

Um fino balanco hormonal regula o desenvolvimento folicular e a maturacéo
oocitaria, e tem sido observado que a obesidade pode alterar o ambiente hormonal,
levando a anovulacdo associada a Sindrome do Ovario Policistico (SOP) (Brewer and

Balen 2010). Além disso, ja foi demonstrado que fémeas de roedores com obesidade



25

induzida por dieta de cafeteria apresentam auséncia dos picos pré-ovulatérios de LH e
progesterona, com consequente reducdo na ovulagéo (Pasquali and Gambineri 2006).

Estudos em animais sugerem que niveis elevados de leptina exercem um efeito
inibitério direto sobre a funcdo ovariana por perturbacdo da esteroidogénese e
comprometimento da foliculogénese e da maturacdo oocitéaria (Butzow, Moilanen et al.
1999; Duggal, Van Der Hoek et al. 2000). A leptina mostrou-se elevada no liquido
folicular de mulheres obesas (Michalakis, Mintziori et al. 2013) indicando que alteragdes
sistémicas associadas a obesidade também podem afetar o tecido ovariano.

O surgimento precoce da obesidade, principalmente na adolescéncia, favorece o
desenvolvimento de ciclos irregulares, oligo/anovulagdo cronica e infertilidade nos
adultos (Pasquali and Gambineri 2006). Tem sido observado tanto em mulheres com IMC
mais elevado, quanto em roedores fémeas obesas uma redugdo na maturacdo da idade
sexual, inicio mais precoce da puberdade, com antecipacdo da menarca (Sagae, Menezes
et al. 2012).

Mulheres obesas tém trés vezes mais probabilidade de sofrer de infertilidade do
que as mulheres com IMC normal (Brewer and Balen 2010). O excesso de gordura
corporal aumenta a disfuncdo ovulatdria, apresenta maior prevaléncia e a SOP,
caracterizada por sintomas ginecologicos e enddcrinos, apresenta maior prevaléncia em
mulheres obesas (Pasquali, Pelusi et al. 2003). Também ocorre piora da resposta aos
tratamentos de reproducao assistida, bem como nas taxas de fertilizacdo, implantacdo e
concepcdo, devido a piora na qualidade oocitaria e/ou defeitos na receptividade
endometrial (Penzias 2012; Bellver, Mifsud et al. 2013) e também menor nimero de
oocitos maduros (Wittemer, Ohl et al. 2000; Dokras, Baredziak et al. 2006) podendo
apresentar maiores taxas de abortos e perdas gestacionais precoces (Robker 2008).

Com a obesidade gestacional surgem maiores riscos de alteracdes metabdlicas
adversas, desordens hipertensivas, diabetes gestacional, infec¢bes, tromboembolismo,
alteracdes de humor, complica¢c6es durante o trabalho de parto, e também aumenta o risco
de problemas nos filhos ((Ramsay, Greer et al. 2006; Yu, Teoh et al. 2006; Huda, Brodie
et al. 2010; Seabra, Padilha Pde et al. 2011; Vernini, Moreli et al. 2016). As taxas de
gravidez também seriam diminuidas nas pacientes com sobrepeso por alteragdes no meio
ambiente folicular, como niveis de insulina, lactato, triglicerideos e proteina C reativa
(Sharma, Biedenharn et al. 2013).

A obesidade da prole também pode ser influenciada pelo IMC tanto materno como

paterno, sendo assim, um fator de risco para desenvolvimento da sindrome metabdlica e
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obesidade na infancia ou na fase adulta. A genética predispde os individuos a obesidade,
no entanto para que ela se manifeste ha a necessidade de um meio ambiente adequado e
de habitos alimentares alterados (Pereira 2003)

Sagae et al estudaram o impacto de uma dieta altamente cal6rica em ratas iniciada
logo apds o periodo de amamentacdo, tendo concluido que esta levou a obesidade na
idade adulta bem como a altera¢gdes morfoldgicas e estruturais dos ovarios e a alteracdes
significativas nos niveis séricos dos hormdnios reprodutivos (Sagae, Menezes et al.
2012). Em relagdo a questdes reprodutivas, ratas tratadas com a dieta de cafeteria
apresentam uma reducdo no nimero de concepgdes e de nascimentos (Wehmer, Bertino
et al. 1979; Rolls, Rowe et al. 1980) e irregularidades no ciclo estral (Glick, Yamini et al.
1990).

Os efeitos negativos da obesidade em mulheres inférteis podem ser reversiveis.
Clark et al. (1998) encontraram retorno da ovulacdo em 90% das mulheres obesas
anovulatorias apos perda de peso (Clark, Thornley et al. 1998). Nas mulheres subferteis,
intervencdes no estilo de vida podem aumentar as chances de concepcao espontanea e
evitar o tratamento desnecessario de fertilidade, bem como complicacdes obstétricas.
Estudos de intervencdo e de observacdo mostram que a modesta perda de peso esta
relacionada com a restauracdo da ovulacdo em mulheres anovulatérias e melhoraria a
probabilidade de gravidez. A perda de peso pode ser conseguida por programas de
intervencdo de estilo de vida que incluem a combinacdo de uma dieta saudavel, e o

aumento da atividade e a modificacdo comportamental (Mutsaerts, Groen et al. 2010).
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Figura 3 - A potencial interacdo entre adipocinas e a reproducao feminina
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Fonte: (Mitchell, Armstrong et al. 2005)

2.2.4. OBESIDADE E DEFICIT COGNITIVO

A memoria esta envolvida no processo de codificacdo e armazenamento de
informac0es, persisténcia e evocacdo das informacgdes adquiridas. Cada etapa pode ser
caracterizada por alteracdes nos niveis celulares, moleculares e comportamentais (Bonini,
Bevilaqua et al. 2006; Bonini, Da Silva et al. 2007; Cammarota, Bevilaqua et al. 2007).
Diferentes classificacbes vém sendo propostas para as memarias, considerando sua
funcéo, contetido e tempo de duracdo (Helene and Xavier 2006).

As lembrancas ou informacdes que serdo armazenadas, temporariamente ou
permanentemente, dependem do bom funcionamento do SNC bem como de
comunicacdes efetivas entre os neurbnios, que através de impulsos levam as informacdes
de um neurdnio a outro, através de sinapses (Sherwood 2011). Ainda, os sistemas
envolvidos no processo de memdria, dependem do bom funcionamento do SNC que,
transmitem informacGes aos neur6nios através de neurotransmissores especificos, como
acetilcolina, dopamina, noradrenalina, serotonina e glutamato (Zimmerman and Soreq
2006). As estruturas cerebrais envolvidas na memoria e as transmissdes que acontecem

para formacdo, armazenamento e evocagdo da memdria sdo prejudicadas na obesidade.
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A acetilcolinesterase (AChE) é uma serina hidrolase que desempenha papel
essencial no mecanismo colinérgico. E uma enzima que catalisa a hidrdlise da ACh na
transmissdo do impulso nervoso na sinapse colinérgica entre neurdnios (Andres, Ducray
et al. 2008). A atividade da AChE tem sido alvo de estratégias terapéuticas emergentes
para o tratamento de disturbios cognitivos como a DA. Além disso, vem sendo associada
ao desenvolvimento cerebral, aprendizagem, formacdo de memdria e dano neural
(Davidson, Hargrave et al. 2013) sendo que atividade da AChE também é sensivel a
fatores exdgenos, como dietas (Kaizer, da Silva et al. 2004). Tem sido demonstrado na
literatura que dietas ricas em gordura induzem alterac6es na atividade de enzimas-chave
do SNC e, consequentemente, induzem modificagdo na composicdo e fungdo das
membranas bioldgicas pela peroxidacgdo lipidica (Winocur 1999).

Uma dieta rica em gordura pode levar a obesidade e consequente inflamacao
crénica periférica, ocorrendo a liberacdo de citocinas, que sdo capazes de atravessar a
barreira hematoencefalica e chegar até estruturas neurais. Estas citocinas influenciam as
vias envolvidas na cognicdo, incluindo o metabolismo de neurotransmissores, fungdes
neuroendocrinas e a plasticidade neural (Stranahan, Norman et al. 2008), indicando que
a obesidade esta fortemente relacionada a vulnerabilidade cerebral e aos distdrbios
cognitivos (Whitmer, Sidney et al. 2005; Bruce-Keller, Keller et al. 2009; Galioto, Alosco
et al. 2013).

Estudos mostram que homens e animais obesos e que consomem dietas
hiperlipidicas ou hipercaloricas apresentam pior desempenho em testes de aprendizagem
e memoria (Goldbart, Row et al. 2006; Halyburton, Brinkworth et al. 2007; Abildgaard,
Solskov et al. 2011; Benito-Leon, Mitchell et al. 2013). Além disso, Thaler e
colaboradores afirmam que o consumo de dieta rica em gordura € caracterizado por
inflamacdo, tanto em tecidos periféricos como em certas areas do hipotalamo,
fundamentais na homeostase energética (Thaler, Yi et al. 2012).

Diversos mecanismos sao susceptiveis de associar a obesidade e o déficit
cognitivo, supondo que a inflamacdo sistémica e central, presentes na obesidade podem
levar a morte neuronal e ao comprometimento de estruturas responsaveis pela memdria
(Nummenmaa, Hirvonen et al. 2012; Miller and Spencer 2014). 1sso ocorre devido as
alteracdes envolvidas na fisiopatologia da obesidade, presenca de estresse oxidativo (de
Farias, Bom et al. 2013), bem como com o aumento de citocinas pro-inflamatdrias (Galic,

Oakhill et al. 2010; Thaler, Yi et al. 2012), diminuicdo na expressdo de genes
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mitocondriais (Crowe, Turpin et al. 2008), fornecendo menos energia para as células
neurais realizarem suas fungdes (Ritov, Menshikova et al. 2005).

Além dos prejuizos induzidos por alteragdes hormonais, dietas hiperlipidicas e
hipercaléricas que induzem a obesidade podem alterar o comportamento cognitivo
através da diminuicdo direta da plasticidade neuronal. Em suporte a essa possibilidade,
foi encontrado em varios estudos que o consumo prolongado dessas dietas resulta em
declinio no aprendizado e na memdria espacial e em reducdo da expressao e sinalizacao
do fator neurotrofico derivado do encéfalo (BDNF) hipocampal (Stranahan, Norman et
al. 2008; Dinel, Andre et al. 2011; Kanoski and Davidson 2011; Davidson, Monnot et al.
2012).

Embora a relacdo entre inflamacdo induzida pela obesidade e funcdo sinaptica
esteja rapidamente ganhando atencdo no hipotalamo (Wisse and Schwartz 2009), as
consequéncias da inflamagdo se estende para outras regides do cérebro. Além do
hipotalamo, acredita-se que exista uma associacdo da obesidade com outras estruturas
cerebrais, dentre elas o hipocampo, considerado vulnerdvel a esses processos
inflamatdrios, pela migracdo de citocinas (Miller and Spencer 2014), sendo que foi
constatado prejuizo nos processos de aprendizagem relacionados ao hipocampo em
roedores com obesidade induzida pela dieta rica em gordura (Kanoski and Davidson
2011).

O dano oxidativo pode ocorrer em todos os tecidos humanos, entretanto, o cérebro
parece ser 0 mais suscetivel a este tipo de lesdo, provavelmente por ser um tecido com
elevado consumo de oxigénio (Halliwell 2007), metabolismo oxidativo, ao elevado
conteldo de é&cidos graxos facilmente oxidaveis e aos baixos niveis de enzimas
detoxificadoras de radicais livres e moléculas antioxidantes (Cardenas-Rodriguez,
Coballase-Urrutia et al. 2013).

2.3.ESTRESSE OXIDATIVO

As células sdo formadas por diferentes moléculas que consistem em um ou mais
atomos ligados quimicamente uns aos outros. Moléculas ou atomos que possuem elétrons
ndo pareados no seu orbital mais externo sdo chamados de radicais livres (RL),

desemparelhamento dos elétrons gera uma espécie com alta reatividade e energeticamente
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instavel, tendendo, assim, a iniciar reacoes a fim de retirar elétrons de moléculas vizinhas
para preencher seu préprio orbital (Halliwell 2007).

A presenca de radicais livres pode ser benéfica para as células, jA que sdo
constantemente produzidos no organismo e que varios deles sdo fundamentais para
realizacdo de determinadas reacBes bioldgicas, como sinalizacdo e diferenciacéo
celulares, fagocitose, reagdes do sistema imune, entre outros. Além disso, 0 organismo
utiliza esse processo para transformar energia na forma de ATP e para combater invasores
virais, bacterianos ou fungicos (Halliwell 2007). Porém, quando ocorre producdo
exacerbada destas substancias, certos efeitos maléficos podem ocorrer, ocasionando
danos em moléculas, membranas e conteudos celulares. Os componentes celulares, como
por exemplo, os lipidios, proteinas e DNA podem ser danificados, desencadeando o
aparecimento de distdrbios metabdlicos e celulares (Halliwell and Whiteman 2004;
Halliwell 2006; Sies 2007; Steinbrenner and Sies 2009).

Diversas sdo as fontes geradoras de RL nos sistemas bioldgicos, tanto endogenas
qguanto exdgenas. As espécies reativas de oxigénio (EROs) sdo geradas durante o
metabolismo celular normal, e sdo produzidas principalmente pela mitocéndria, pelo
sistema de citocromos P450, pelos peroxissomos e através da ativacdo de processos
inflamatdrios (Cardenas-Rodriguez, Coballase-Urrutia et al. 2013). Além disso, podem
ser produzidas por fontes exdgenas, tais como: consumo de alcool, tabaco e outras drogas,
exposicdo a radiacdo ionizante e eletromagneética e poluicdo atmosférica (Droge 2002;
Halliwell 2007).

Os RL possuem meia vida extremamente curta, sdo altamente reativas, produzidas
em todos os sistemas bioldgicos e reagem facilmente com moléculas que se localizam em
torno do seu sitio de formacdo (Roberts and Sindhu 2009). As principais EROs séo o
anion superdxido (0?), o radical hidroxil (OH"), e os néo radicais peréxido de hidrogénio
(H202) (Halliwell 2012; Halliwell 2014). Apesar de ndo ser considerado um RL
verdadeiro, 0 H2O> é capaz de atravessar a membrana nuclear e induzir danos na molécula
de &cido desoxirribonucleico (DNA) por meio de reacdes enzimaticas (Anderson 1996).

A geracdo de EROs no organismo pode ser inativada ou eliminada por
antioxidantes. Por definicdo, antioxidante é qualquer substancia que, mesmo quando
presente em baixa concentracdo comparada a de um substrato oxidavel, retarda ou inibe
significativamente a oxidacdo daquele substrato (Halliwell 2007). Estes antioxidantes
podem ser produzidos pelo corpo (endégenos) ou absorvidos da dieta (exdgenos), sendo

que incluem basicamente dois grupos de natureza enzimaticos e ndao-enzimaticos (Sies
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1993; Sies and Stahl 1995; Halliwell 2007). Exemplo destas defesas sdo a superdxido
dismutase (SOD), a catalase (CAT), a glutationa peroxidase (GPx), a glutationa redutase
(GR), entre outras. Entre as defesas antioxidantes ndo enzimaticas destacam-se
compostos como a glutationa (GSH) o a-tocoferol (vitamina E), o &cido ascorbico
(vitamina C), o &cido lipoico, os carotenoides, os flavonoides, entre outros (Valko,
Leibfritz et al. 2007).

O desequilibrio entre o sistema de defesas antioxidantes e a producéo de RL é
denominado de estresse oxidativo e apresenta efeitos prejudiciais, tais como a
peroxidacdo dos lipidios de membrana e agressdo as proteinas dos tecidos e das
membranas, as enzimas, carboidratos e DNA (Bonnes 1992).

O estresse oxidativo contribui para o declinio das fungdes celulares, o
envelhecimento, doencas neurodegenerativas, doenga renal crénica (Pennathur and
Heinecke 2007), aterosclerose, cancer, diabetes e obesidade (Vincent and Taylor 2006;
Valko, Leibfritz et al. 2007). Além disso, o estresse oxidativo esta implicado também em
manifestagdes relacionadas a sindrome metabdlica, como adiposidade e resisténcia a
insulina, e na patofisiologia da hipertenséo e da aterosclerose por afetar diretamente as
células da parede vascular (Furukawa, Fujita et al. 2004; Roberts and Sindhu 2009).

O excesso de gordura corporal, o sedentarismo, 0 consumo alimentar excedente e
a baixa ingestdo de alimentos contendo nutrientes com funcdo antioxidante contribuem
para o estresse oxidativo na obesidade (Vincent and Taylor 2006; Sledzinski, Goyke et
al. 2009). Os possiveis mecanismos associados ao estresse oxidativo em obesos sdo
decorrentes do acumulo excessivo de gordura corporal (Gletsu-Miller, Hansen et al.
2009), estado cronico de inflamacdo subclinica devido a liberacdo aumentada de
adipocinas pré-inflamatorias (Skalicky, Muzakova et al. 2008; lyer, Fairlie et al. 2010),
hiperleptinemia (Uzun, Zengin et al. 2004; Sledzinski, Goyke et al. 2009), hiperglicemia
(Choi, Benzie et al. 2008), a diminuicdo das defesas antioxidantes (Kisakol, Guney et al.
2002), entre outros.

A ingestdo de uma dieta altamente calorica resulta num estado pds-prandial de
hipertrigliceridemia, hiperglicemia e niveis elevados de é&cidos graxos livres na
circulacdo, gerando um estado de estresse oxidativo (Esposito and Giugliano 2005). A
hiperglicemia leva ao aumento na producdo de EROs na mitocondria, por aumentar o
gradiente de prétons na membrana interna mitocondrial.

Furukama et al. (2004) demonstraram que o aumento de EROs no tecido adiposo

de camundongos KK (modelo de obesidade) esta associado ao aumento na expressao de
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NADPH oxidase, e expresséo reduzida de enzimas antioxidantes como a SOD e a CAT;
e que o estresse oxidativo aumentado no tecido adiposo estéd fortemente correlacionado
com aumento de marcadores inflamatdrios, desregulagdo de adipocinas e resisténcia a
insulina (Furukawa, Fujita et al. 2004; Rudich, Kanety et al. 2007).

Estudos demonstraram que o estresse oxidativo representa um papel causal na
resisténcia a insulina e esté ligado a adiposidade visceral (Pennathur and Heinecke 2007).
O estresse oxidativo no tecido adiposo visceral é considerado atualmente um marcador
precoce da sindrome metabdlica em animais e humanos e pode ser considerado, portanto,

um novo alvo terapéutico para essa desordem (Hoops, Roberts et al. 2010).

2.4.CAMELIA SINENSIS

A sociedade atual tem buscado na natureza habitos mais saudaveis de vida. Essa
tendéncia tem levado ao aumento progressivo da producdo e utilizacdo de produtos
naturais e consequentemente, maiores preocupacGes em relacdo a qualidade destes
produtos (Rocha 2004; Lima 2009; Vuong 2011).

Além do seu potencial terapéutico amplamente considerado na medicina popular,
as plantas constituem a maior fonte de matéria-prima para a descoberta de novas
moléculas, sendo que muitas sdo utilizadas na clinica até os tempos atuais, como a
morfina (Papaver somniferum), digoxina (Digilanata Talis), teobromina (Theobroma
cacao), vimblastina (Catharanthus roseus), entre outras (Calixto, Scheidt et al. 2001).
Segundo Lahlou (2013), 45% dos medicamentos mais vendidos da atualidade sao
provenientes de produtos naturais ou de seus derivados (Lahlou 2013).

As plantas medicinais sdo fontes de moléculas bioativas que apresentam uma
estrutura quimica diferenciada e um mecanismo de acdo particular e inovador (Simdes
2003). Muitos destes compostos exibem significativas propriedades bioldgicas, como por
exemplo, atividade antioxidante, antimicrobiana, anti-inflamatoria e anti-tumoral, com
grande potencial de exploracdo nas industrias farmacéuticas, alimenticias, quimicas e
cosmecéuticas (Faller 2009; Fang 2010).

Para que uma substancia possa ser um antioxidante, ela precisa possuir uma
estrutura quimica que lhe permita ndo apenas ligar RL, mas também estabiliza-los para

gue 0S Mesmos Ndo possam propagar o processo oxidativo (Mates and Sanchez-Jimenez
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2000). As moléculas tipicas de antioxidantes sdo derivadas das formas isoméricas dos
polifenois e flavonas, isoflavonas, flavonois, catequinas, cumarinas, &cidos fendlicos
(derivados dos é&cidos benzoico e cindmico), derivados de polimerizacdo (taninos e
ligninas) e outras substancias encontradas nos vegetais (Rice-Evans, Miller et al. 1996).
Os flavonoides presentes nos chas obtidos da C. sinensis exercem a acdo de proteger as

células contra varios efeitos dessas espécies reativas de oxigénio.

2.4.1. HISTORICO E ORIGEM DO CHA

O conhecimento empirico dos beneficios trazidos pelas plantas medicinais é
milenar, despertando o interesse de muitos pesquisadores com o objetivo de adquirir
maior e melhor ciéncia sobre novas moléculas que possam ser usadas na terapéutica
(Gomes 2010).

Em relacdo a origem exata da planta do cha, alguns autores sugerem as
cordilheiras de montanhas entre Yunnan (Sudeste da China) e Assam (Nordeste da india),
mas estudos indicam uma area mais extensa compreendendo a China, o Japdo, Burma,
india, Sri Lanka e outras regides da Asia Oriental (Engelhardt 2010).

Historicamente, o cultivo da planta Camellia sinensis iniciou-se no Himalaia, por
monges budistas, que utilizavam as folhas para o preparo de uma tradicional bebida. Uma
lenda chinesa descreve que o cha foi descoberto pelo imperador Shen Nung no ano 2737
a. C. Na China antiga, o cha era considerado milagroso por trazer varios beneficios a
saude, sendo utilizado como medicamento para dores de cabeca, dores no corpo,
depressdo, melhora da acdo do sistema imune, para detoxificagdo, como energizante,
antioxidante e como forma de prolongar a vida (Basu and Lucas 2007).

A China atuou ativamente na disseminacdo da bebida no mundo, ja que os
produtos orientais exerciam grande fascinio sobre os europeus. Os portugueses quando
contataram com esses povos do Oriente conheceram a bebida do cha, ja usual nesses
territorios ha mais de 2 mil anos. Adotaram a designacédo de Cantdo-tcha que deu origem
a palavra cha. Outros povos europeus adotaram a designacdo de Tonquim-té, que, por
exemplo, em espanhol deu origem a palavra “te” e em inglés “tea”. Os portugueses € 0s
holandeses foram os primeiros a terem contato com o cha, que era adquirido em Macau,

colénia portuguesa na China (Pettigrew 1999).
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O consumo de ché foi introduzido na corte real inglesa por Catarina de Braganca,
princesa portuguesa que se casou com o inglés Carlos Il em 1660, entretanto o famoso
"ché das cinco™ se iniciou por volta de 1800 com a duquesa de Bedford. O ché chegou ao
Brasil juntamente com a familia Real Portuguesa, no inicio do século XIX, sendo o
plantio da C. sinensis estimulado por D. Jodo VI para o abastecimento da corte.
Entretanto, o plantio foi gradativamente substituido pela cultura do café (Lima 1997).

No Brasil, acredita-se que o cha tenha chegado por intermédio de Luiz de Abreu,
um pequeno comerciante e agricultor de Portugal, que obteve as sementes de C. sinensis
e as ofereceu a D. Jodo VI, quando esse chegou ao Brasil. Logo despois houve uma grande
difusdo do cultivo da planta, pela criagdo do Jardim Botanico no Rio de Janeiro em 1808,
onde foram feitas as primeiras plantacdes. Em 1814, apds a chegada de alguns chineses,
houve um aumento na producéo e também um aprimoramento no consumo dos chas (Basu
and Lucas 2007).

2.4.2. CARACTERISTICAS DA PLANTA CAMELLIA SINENSIS

A Camellia sinensis pertence a familia Theaceae originaria do sudoeste da China
que foi gradualmente sendo introduzida na india, Sri Lanka e em muitos paises tropicais
e subtropicais (Simdes 2010). Na forma selvagem, pode atingir de 10 a 15 metros de
altura e em cultivo no maximo 1,5 metros. As flores sdo brancas de 2,5 a 4 cm de
didmetro, podendo aparecer solitaria ou em grupos (Saito, Gosmann et al. 2007;
Mahmood 2010). O género Camellia caracteriza-se por agrupar espécies arbustivas, de
folhas longas, escuras, lustrosas, com nervuras bem marcadas nas superficies as quais sao
curtamente pecioladas e serrilhadas, sendo que as folhas mais novas sdo cobertas de
pequenos tricomas brancos. Ja os frutos sdo capsulas pequenas e globosas, com 1 a 3
sementes também globosas, que possuem um éleo que pode ser utilizado para o consumo
humano (Saito, Gosmann et al. 2007; Lima 2009).

A planta do cha (C. sinensis) foi descrita taxonomicamente pela primeira vez em
1753 por Carl Linnaeus em Species plantarum. Ele referiu-se a planta do chd como Thea
e posteriormente refinado a espécie em cha preto (Thea bohea) e cha verde (Thea viridis)
(Lorenzi 2002).
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O cultivo da C. sinensis se d& preferencialmente por meio de estacas e depende de
solo fértil, acido e bem irrigado, sob sol pleno ou até mesmo ao abrigo deste. Necessita
de temperatura moderada (aproximadamente 20 °C), por isso tem sido plantada em
altitudes consideraveis, junto a montanhas e planaltos com até 1600 metros de altitude
(Lorenzi 2002).

Devido ao seu aroma, sabor e efeitos sobre a satide o chd de Camellia sinensis se
tornou a bebida mais consumida depois da dgua. Estima-se que sdo consumidos em torno
de 18 a 20 bilhdes de xicaras por dia no mundo (Hilal 2007; Karak 2010). Atualmente, 0
cha é considerado um alimento funcional, conferindo inimeros beneficios a saude
humana quando consumido diariamente devido aos seus componentes bioativos (Khan
and Mukhtar 2007).

Figura 4 — Imagem da planta Camellia sinensis

Fonte: (Paganini-Costa 2011)

2.4.3. COMPOSICAO

A gqualidade do cha € influenciada pelos componentes organicos e inorganicos das

folhas jovens e dos brotos, que funcionam como precursores e séo alterados durante a sua
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transformacéo (aquecimento e oxidacdo) em substancias que determinam o sabor (Lima
2009). Apesar de ser de extrema importancia a manutencao das caracteristicas dos chas
apos a colheita e processamento, outros fatores que afetam as caracteristicas da bebida
estdo relacionados ao local de crescimento da planta, como a altitude, temperatura,
umidade e caracteristicas geoquimicas do solo. A composi¢do quimica dos chas pode
variar quanto a espécie, idade das folhas, estacdo, clima (umidade, temperatura, latitude)
e condices de cultivo (solo, agua, minerais, fertilizantes, entre outros) (Jayasekera 2011).

Quando cultivados em regides de altitudes mais altas, temperaturas amenas e
baixa umidade, a planta tem crescimento mais lento, com o acimulo de nutrientes e
compostos bioativos, resultando em um chd com qualidade superior das propriedades
sensoriais quando comparado com o cha cultivado em regides de baixa altitude, com
temperatura e umidades mais altas. Outros importantes fatores que afetam o crescimento
da planta de C.sinensis e a qualidade do cha é a composi¢do geoquimica de rochas e solos
(Lima 2009), em parte pelo fato dessa espécie acumular metais essenciais ou toxicos para
maioria das plantas. Como consequéncia, pode haver acumulo de metais benéficos ou
prejudiciais a saude humana. Desse modo, o teor de metais tem sido considerado atributo
de qualidade, sendo utilizado inclusive para inferir sobre o pais de origem do cha
(Fernandez-Caceres 2001).

As partes da planta utilizadas na producdo dos chas sdo as folhas e brotos, que
concentram em média 30% de compostos fendlicos, dependendo das condicGes de cultivo
(Simdes 2010). Sabe-se que o contetdo de polifenois nos chas de C. sinensis pode variar,
e que, no cha verde ¢é de 30 a 40%, enquanto que no preto apenas de 3 a 10% (Sharangi
2009). Além disso, dentre os compostos fendlicos, no cha verde os que se destacam sédo
os flavanois ou catequinas e no cha preto as teaflavinas, formadas pela condensacéo de
catequinas. No cha verde, as catequinas podem chegar a 75% do contetdo de flavonoides,
enquanto no cha preto elas representam somente 20 a 30%. Estas diferencas podem
influenciar o sabor da bebida, e servir também como um indicativo da qualidade do
produto (Scoparo 2013).

Os principais constituintes incluem proteinas, carboidratos, lipideos, &cido
ascorbico, terpenos (6leos essenciais, saponinas, [-caroteno), alcaloides (cafeina,
teobromina, teofilina), compostos fendlicos (catequinas, acido cafeico), além de fracdes
volateis, carotenoides, tocoferdis, vitaminas (A, K, B, C), aminoacidos (acido gama-
etilamina-L-glutdmico) e minerais, como, fllor, potassio, magnésio, ferro, manganés,
fosforo, entre outros (Chen 2004; Engelhardt 2010; Nie 2011).
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Os fenodlicos sdo os responsaveis por proporcionar o efeito antioxidante do cha
verde, mas além delas existem muitos tipos de compostos sollveis indispensaveis para o
aroma e sabor do chd, incluindo flavonois, proteinas aminodcidos, acucares,
polissacéridos, lipidios, cafeina, minerais, dentre outros (Jiang 2015). Além disso, a cor,
0 sabor e o aroma dos chas estdo diretamente associados a quantidade de polifenois

presentes que sdo 0s principais compostos que definem sua qualidade

2.4.4, COMPOSTOS FENOLICOS

Dentre os compostos bioativos mais estudados com atividade antioxidante estéo
0s compostos fenolicos. O consumo destas substancias, presentes na maioria das frutas e
vegetais, tem sido associado a potencializacdo de efeitos promotores da saude humana
atraves da prevencdo e tratamento de varias doencas. Além disso, apresentam agéo anti-
inflamatdria, antiplaquetaria, efeitos anti-alergénico (Miean and Mohamed 2001;
Villarreal-Lozoya, Lombardini et al. 2009), bem como ac¢6es fisiologicas relacionadas a
prevencdo de doengas cardiovasculares, neurodegenerativas e cancer, principalmente em
funcédo da elevada capacidade antioxidante (Hilal 2007; Faller 2009).

Os chamados compostos fendlicos sdo substancias que apresentam pelo menos
um anel aromatico no qual ao menos um hidrogénio é substituido por um grupamento
hidroxila. Sdo amplamente distribuidos em plantas como produtos do metabolismo
secundario, especializados em exercer fungdes fisioldgicas (Rusak, Krajacic et al. 1997).
As plantas os sintetizam para proteger-se contra 0 estresse oxidativo, contra espécies
reativas de oxigénio e contra os herbivoros (Imtiaz A.; Siddiqui F.A.; Vagar M.; Adhami
2004; Souza 2008).

Existem cerca de 5000 polifenois conhecidos (Lima 2009), dentre eles, destacam-
se os flavonoides, acidos fendlicos, fenois simples, cumarinas, taninos, lignina e
tocoferois (King and Young 1999; Robards 1999; Lee, Lee et al. 2005). Os compostos
fendlicos englobam desde moléculas simples até moléculas com alto grau de
polimerizacdo e estdo presentes nos vegetais na forma livre ou ligados a acglcares

(glicosideos) e proteinas (Bravo 1998).
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2.4.41.FLAVONOIDES

Os flavonoides representam um dos grupos fendlicos mais importantes e
diversificados entre os produtos de origem vegetal, sendo amplamente distribuidos em
frutas, vegetais, sementes, flores e cascas de arvores, portanto parte integrante da dieta
humana (Cook 1996). Estes compostos apresentam uma forma estrutural caracteristica, o
nlcleo triciclico. S0 conhecidos mais de 4.200 tipos de flavonoides, apresentando
propriedades medicinais importantes como: acdo antioxidante, anti-inflamatdria,
antialérgica, anticarcinogénica e capacidade de se complexar com macromoléculas
(proteinas e polissacarideos) (Zuanazzi 2002).

Os flavondides sdo os principais componentes quimicos terapéuticos da planta C.
sinensis, sendo potentes antioxidantes, scavengers de RL, quelantes de metais e inibidores
da lipoperoxidagéo (Peron 2008). Suas propriedades estdo relacionadas com a presenca,
em sua estrutura, de radicais ligados aos seus aneis (Anghileri 2000)

A estrutura quimica dos flavonoides consiste em 2 anéis aromaticos denominados
anel A e B, unidos por 3 carbonos que formam um anel heterociclico, denominado anel
C. O anel aromatico A ¢ derivado do ciclo acetato/malonato, enquanto o anel B é derivado
da fenilalanina. Variacdes em substituicdo do anel C padréo, resultam em importantes
classes de flavonoide, como: flavonadis, flavonas, isoflavonas, antocianidinas e flavanois

(ou catequinas) (Bravo 1998).

2.4.4.2.CATEQUINAS

As catequinas pertencem a um grupo de polifendis encontrados nas folhas de
Camellia sinensis (Matsubara 2006). As principais catequinas encontradas na planta sdo
epicatequina (EC), epigalocatequina (EGC), epigalocatequina galato (ECGC) e
epicatequina galato (EG) (Sharma 2008).
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Figura 5 - Estrutura das principais catequinas.
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Fonte: (Sonoda, Ikeda et al. 2014)

Entre as catequinas, a epigalocatequina galato representa de 50 a 80% do total de
catequinas e acredita-se ser a responsavel pela maior parte dos efeitos benéficos
atribuidos ao cha (Liao 2001). A ECGC apresenta maior atividade antioxidante que as
vitaminas C e E, que sdo antioxidantes conhecidas (Saito, Gosmann et al. 2007). O teor
de catequinas no cha verde representa pouco mais de 90 % do teor total de flavonoides,
sendo que de 20 a 30 % podem estar na forma oxidada. Entretanto, durante a revisdo
foram encontradas diferentes faixas teores de compostos ativos do cha verde. Isto se deve
tanto a qualidade do material vegetal, quanto ao processo utilizado na extracdo dos
compostos bioativos (Hara 2001; Matsubara 2006; Zaveri 2006).

Com relacdo a composicdo de fendlicos nos chas de C. sinensis, o destaque no cha
verde sdo os flavanois ou catequinas e no cha preto as teaflavinas. Embora o contetdo
total de polifenois dos chas verde e preto seja semelhante, os tipos de flavonoides

presentes neles sdo diferentes, devido ao processamento desses chas, que levam a
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formacdo de estruturas provenientes da oxidacao a que sdo submetidos (Engelhardt 2010;
Scoparo 2013).

As catequinas também estdo no grupo de antioxidantes naturais, sendo a
propriedade antioxidante dependente de sua estrutura quimica. Quando existem radicais
ligados aos anéis da catequina e a presenca de grupos hidroxila nos anéis, a atividade do
composto é potencializada. As catequinas sao capazes de capturar as espécies reativas de
oxigénio, como os radicais 027, H.02 e 0 OH", sendo os radicais considerados como
extremamente danosos aos lipidios, proteinas e DNA. O modo de acdo consiste
basicamente em transferir elétrons para as espécies reativas de oxigénio, estabilizando-as

através da formacao de um composto menos reativo (Senanayake 2013).

2.4.5. PROCESSAMENTO DOS CHAS CAMELLIA SINENSIS

2.4.5.1.PROCESSO ORTODOXO OU TRADICIONAL

O procedimento tradicional é utilizado para fazer cha a granel, onde as folhas,
dependendo do tipo de cha desejado, devem ser submetidas basicamente aos processos
de: vaporizacdo ou tratamento com calor seco (para inativar a enzima polifenol-oxidase
(PFO), murchamento ( para reduzir a umidade das folhas do cha e permitir uma leve
oxidacao, sendo que este processo leva entre 12 e 17 horas), seguido da rolagem (no que
as folhas sdo esmagadas), oxidagdo (ocorre quando as enzimas enddgenas entram em
contato com o oxigénio, de 2 a 6 h) e secagem final (é realizada afim de que ocorra a
interrupcao do processo de oxidacdo e a reducdo do teor de umidade total) (Engelhardt
2010).

2.4.5.2.CRUSH, TEAR, CURL (CTC)

O CTC foi inventado durante a Segunda Guerra Mundial para aumentar a

quantidade de ch& a ser armazenado. O processo de producdo segue o modo tradicional
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até a fase de rolagem, a qual é substituida pela técnica CTC, em que as folhas s&o
conduzidas por uma série de rolos cilindricos com centenas de pequenos "dentes" que
cortam, rasgam e enrolam as folhas. Isso origina fragmentos de folhas com tamanhos
muito reduzidos, ideal para fabricacdo de chas em saquinhos. Vale ressaltar que o método
CTC ndo altera a qualidade das folhas do cha. Apds essa etapa, as folhas seguem o0s
mesmos processos de oxidagéo e secagem (Hampton 1992; Engelhardt 2010).

Levando-se em consideragdo que o processo ao qual as folhas de C. sinensis séo
submetidas apés a colheita leva a diferenciacdo dos tipos de chas. Existem cinco
diferentes tipos de chas provenientes da planta C. sinensis: branco, preto, verde, amarelo
(oolong) e vermelho (Paganini-Costa 2011), podendo ser divididos de acordo com o
processo de oxidacao: ndo oxidados (verde e branco), semi oxidados (oolong e vermelho)
e oxidado (preto) (Almajano, Carbo et al. 2008; Engelhardt 2010).



Figura 6 - Etapas do processamento dos chas
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2.4.5.3.CHA BRANCO

O ché branco € preparado a partir de folhas jovens e botdes que sao retirados antes
que as flores desabrochem, colhidos apenas uma vez ao ano, no inicio da primavera. Para
tanto, os bot6es foliares estdo protegidos da luz do sol, impedindo-se assim, a formacéo
de clorofila. O processo basico para preparacdo do cha branco consiste apenas na secagem
mecanica, corte e mistura das folhas, sendo que estas ndo sofrem nenhum tipo de oxidacéo
(Hilal 2007; Gonzalez 2009).

O Cha Branco que é o mais raro e menos processado dos chas. A planta ndo sofre
nenhum processamento além da secagem pelo sol, conferindo-lhe um sabor leve e
delicado (Santana-Rios, Orner et al. 2001; Rusak, Komes et al. 2008).

Os principais compostos presentes nesse cha sao os polifendis monoméricos,
caracterizados pelas epicatequinas e seus derivados, bem como varios acidos como galico
e cumarico, além de alcaloides, representados principalmente pela cafeina (Rusak, Komes
et al. 2008).

2.4.5.4. CHA VERDE

O cha verde é produzido por meio de folhas jovens de Camellia sinensis, as quais
sdo enroladas e vaporizadas para minimizar a oxidacdo (Rusak, Komes et al. 2008); o
emprego de calor inativa a enzima PFO, conferindo a coloracéo verde, caracteristica das
folhas (Karoki 2007; Engelhardt 2010).

O cha verde tem muitos compostos ativos biolégicos como catequinas, saponina,
cafeina, teanina e vitaminas (Takeo 1992; Cabrera, Gimenez et al. 2003). O cha verde é
rico em vitamina K, nutriente essencial para a coagulacdo sanguinea (Zeeb, Nelson et al.
2000). No cha verde, encontramos uma alta concentracdo de catequinas e baixa de
teaflavinas, demonstrando seu sabor adstringente e amargo (Matsubara 2006; Lima
2009).
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2.4.55. CHA VERMELHO

O ché vermelho (Pu-erh) é preparado pela fermentacdo completa e por longo
tempo das folhas (no minimo 3 anos), sendo que durante esse processo observa-se a
presenca do microorganismo Aspergillus niger. Ao longo deste tempo a bebida vai
adquirindo a sua cor caracteristica. Acredita-se que quanto maior for o tempo de
preservacao das folhas do cha, melhor serd sua qualidade (Okada 1996; Wu 2007).

2.4.5.6. CHA PRETO

Para se obter o cha preto, a primeira etapa consiste em deixar as folhas em uma
sala, espalhadas em prateleiras, durante um dia, com o objetivo de reduzir a umidade das
folhas. No final desse tempo, as folhas estdo macias o suficiente para serem enroladas no
formato de pequenas bolas. O rompimento da estrutura celular das folhas permite a
liberacdo de enzimas que irdo causar a sua fermentacéo. As folhas enroladas séo, entdo,
espalhadas em prateleiras para que ocorra a fermentacdo por aproximadamente 6 horas.
A seguir, as folhas sdo colocadas em camaras de ar quente para secar e para bloquear a
sua fermentacao por meio da desnaturacdo das enzimas. Durante esse processo, as folhas
tornam-se escuras, perdem cerca de 2% de umidade e 0 sabor caracteristico do cha preto
é obtido (Vinson 1998; Wang, Provan et al. 2000)

Durante o processo de oxidacdo para a producdo dos chas oolong e preto, as
catequinas entram em contato com as enzimas polifenoloxidases e dao origem as
teaflavinas (estruturas dimeras). O cha preto apresenta elevada concentracdo de
teaflavinas e baixa de catequinas (Valenzuela 2004).

Quando comparado aos demais chas provenientes da C. sinensis, o0 cha preto é o
mais oxidado e apresenta um sabor mais forte e acentuado principalmente devido a
grande quantidade de teaflavinas (Balentine, Wiseman et al. 1997; Matsubara 2006;
Lima 2009).
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2.4.6. EFEITOS DOS CHAS A SAUDE

A pesquisa sobre os efeitos do cha na satde humana ocorre devido a crescente
necessidade de fornecer dietas naturalmente saudaveis, que incluam polifenois derivados
de plantas. Outros estudos associaram o consumo de cha com menor risco de varios tipos
de cancer, incluindo céancer de cavidade oral, esdfago e pulmdo (Chung, Schwartz et al.
2003).

Os chés da C. sinensis sdo muito utilizados na medicina tradicional para o
tratamento de varias desordens tais como obesidade, hipercolesterolemia e dispepsia.
Varios estudos tém comprovado estas propriedades terapéuticas, além de evidenciarem
outras como a anticarcinogénica (Yang and Lambert 2011), antiobesidade, antidiabética
e hipocolesterolémica (Sae-Tan, Grove et al. 2011), antioxidante (Cooper, Morre et al.
2005), anti-inflamatéria (de Mejia 2009), reducdo do risco de doengas cardiovasculares
(Mineharu, Koizumi et al. 2011), melhora da funcéo cognitiva (Kuriyama, Hozawa et al.
2006), e aumento da densidade mineral 6ssea (Devine, Hodgson et al. 2007). Estas
atividades bioldgicas podem ser atribuidas a composi¢cdo quimica bastante diversificada
desta planta.

O cha verde e seus constituintes sdo mais conhecidos por suas propriedades
antioxidantes, o que levou a sua avaliacdo sobre uma série de doengas associadas com
ERO, como céancer, doencas cardiovasculares e neurodegenerativas, bem como
proporcionar uma protecdo significativa contra a doenca de Parkinson, doenca de
Alzheimer, e danos isquémicos (Mandel and Youdim 2004; Senger 2010).

Ja foi relatado o efeito do cha verde na reducdo do ganho de peso corporal (Grove,
Sae-tan et al. 2012; Johnson, Bryant et al. 2012; Sampath, Rashid et al. 2017), reducéo
da glicemia (Sampath, Rashid et al. 2017), resisténcia a insulina, reducdo da massa de
depdsitos de tecido adiposo (Sae-Tan, Rogers et al. 2014; Sae-Tan, Rogers et al. 2015),
protecdo contra o estresse oxidativo (Molina, Bolin et al. 2015), aumento na termogénese
(Dulloo, Duret et al. 1999) e na expressao de genes relacionados a termogénese adaptativa
(Nomura, Ichinose et al. 2008; Sae-Tan, Rogers et al. 2014; Sae-Tan, Rogers et al. 2015).

Alguns estudos relacionam a inducdo da perda de peso com o efeito termogénico
resultante da interacdo entre as catequinas e a cafeina presentes no cha verde e cha preto

(Freitas 2007), resultando na reducdo da gordura corporal e nos indices de colesterol
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séricos, envolvidos no controle da obesidade abdominal (Choo 2003; Auvichayapat,
Prapochanung et al. 2008)

Foi relatado que a administracdo cronica de extratos polifendlicos descafeinados
do ché verde, Oolong ou preto diminui o peso corporal, o volume total de gordura
visceral, o contetdo lipidico do figado e a inflamagdo em camundongos alimentados com
dietas ricas em gordura ou com alto teor de sacarose (Heber, Zhang et al. 2014).

Os beneficios para a saude associados ao consumo de cha tém sido atribuidos em
parte a atividade antioxidante e scavenger de RL dos flavonoides mais abundantes do cha
(Rusak et al., 2008). Embora a EGCG seja o polifenol mais abundante e mais estudado
do cha verde, parece que os efeitos preventivos do mesmo estdo mais relacionados com
uma mistura de catequinas do cha (Fu 2007; Bode 2009).

Koutelidakis e colaboradores (2009) relataram que a suplementacdo com extrato
de cha branco durante cinco dias consecutivos, aumenta a capacidade antioxidante do
plasma e também em diferentes 6rgdos de camundongos (Koutelidakis 2009). Alem
disso, foi demonstrado que o cha branco tem efeito quimiopreventivo e antioneoplasico
em células de cancro do pulméo (Mao 2010) e pode proteger a pele humana a partir da
estimulacdo solar da luz ultravioleta (Camouse 2009). O cha branco também demonstrou
ter forte atividade lipolitica e anti-adipogénica in vitro (Sohle 2009).

O Ché Pu-erh esta ganhando muita atengé@o por suas atividades benéficas a saude.
Os efeitos conhecidos que sdo associados ao Pu-erh incluem retardamento ou prevencéo
do cancro, da doenca cardiaca, artrite reumatdide e doencga imunitaria (Kuo 2005; Way
2009). Além disso, Duh e colaboradores (2004) verificaram que a epicatequina, o acido
ascorbico e os compostos polifendlicos estdo presentes nos extratos aquosos do cha pu-
erh, o que poderia que pode contribuir para o efeito protetor sobre danos oxidativo, bem
como a captura do éxido nitrico (Duh 2004)

A administracdo de polifenois do cha preto reduziram o ganho de peso corporal,
a massa de tecido adiposo e contetdo lipidico hepatico em camundongos alimentados
com uma dieta rica em gordura (Uchiyama, Taniguchi et al. 2011). No entanto, a maioria
dos estudos sobre polifenois do cha foi realizada com catequina pura, extrato de
catequina, teaflavinas purificadas, infusdo de cha, mas ndo com folhas de cha preparadas

como decocc¢do, embora este método seja popular.
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3. OBJETIVOS

3.1.0BJETIVO GERAL

Esse trabalho tem como objetivo avaliar e comparar o efeito benéfico dos
diferentes chas (Camellia sinensis) branco, verde, vermelho e preto sobre alteraces,
metabdlicas, cognitivas e reprodutivas, induzidas pelo consumo da dieta de cafeteria
durante 8 semanas em camundongas.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Comparar 0 ganho de peso e acimulo de gordura visceral nos animais;

b) Avaliar parametros biogquimicos, tais como, glicose, colesterol,
triglicerideos no plasma.

C) Avaliar os niveis plasmaticos de leptina.

d) Realizar testes para avaliar a atividade locomotora e teste de memoria;

e) Realizar avaliacdo histoldgica do ovério, a fim de verificar a funcéo
reprodutiva;
f) Determinar os parametros de estresse oxidativo, niveis de espécies reativas

e a capacidade antioxidante total nos tecidos (hipocampo, ovario)

9) Determinar a atividade da acetilcolinesterase em hipocampo de
camundongas apds 8 semanas de dieta de cafeteria;
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2. ARTIGOS CIENTIFICOS

Os resultados que fazem parte desta tese estdo apresentados sob a forma de um
artigo cientifico e um manuscrito. As secfes Materiais e Métodos, Resultados, Discusséo
dos Resultados e Referéncias Bibliograficas encontram-se no proprio artigo e no
manuscrito.

O primeiro artigo estd apresentado conforme sua publicacdo na revista
“Nutritional Neuroscience” com o titulo “Comparative effect of Camellia sinensis teas
on object recognition test deficit and metabolic changes induced by cafeteria diet”.

Os demais resultados obtidos estdo apresentados no formato de manuscrito que
sera submetido a uma revista cientifica com Qualis A ou B da CAPES na area de avaliacéo
do PPGBioq (CBII), apos as consideracdes finais da banca.
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Objectives: Consumption of high-fat and high-sugar diets in Western countries has increased significantly
causing major global health problems including metabolic syndrome and obesity. In addition, studies
have suggested that obesity can lead to learning and memory deficits. In this context, the use of natural
compounds with low costs, minor side effects and increased antioxidant activity, such as teas, could
reduce the damages induced by obesity. We investigated the effect of white, green, red, and black teas
(Camellia sinensis) and their possible neuroprotective mechanisms in an experimental obesity model
induced by a cafeteria diet (CD).

Methods: Female Swiss mice (20-30 g) were used; they received a normal diet or a hypercaloric diet (CD)
during 8 weeks. Concomitantly, some mice received orally white, green, red, or black teas (1% dose)
or water.

Results: The mice subjected to CD showed weight gain, body fat accumulation, increased glucose,
cholesterol, and triglycerides, associated to recognition memory deficits and increased reactive species
(RS) levels and acetylcholinesterase (AChE) activity in the hippocampus. All teas significantly reduced
AChE activity and partially reduced fat accumulation. Green and red teas reduced memory deficit. White,
green, and black teas reduced RS levels, while only green and black tea reduced plasma triglyceride levels.
Discussion: According to the results obtained it is possible to conclude that green tea was better than other
teas in reducing effects of the CD model, being able to protect a greater number of parameters.

KEYWORDS: Cameilia sinensis, Cafeteria diet, Memory deficits, White tea, Green tea, Red tea, Black tea, Oxidative stress

Introduction
Consumption of high-fat diets in Western countries

increased risk of dementia, such as hypertension,’
clevated triglycerides,®’ and type 2 diabetes.®

has increased significantly, leading to major health
issues, including a worldwide epidemic of metabolic
syndrome and obesity.'? Since 1980, obesity has
nearly doubled worldwide, and according to the
World Health Organization (WHO), in 2014, 39% of
adults over the age of 18 were classified as overweight
and 13% were classified as obese (WHO, 2014).
Obesity produces adverse health consequences, such
as dyslipidemia, insulin resistance, hypertension, and
cardiovascular disease.”

In addition, many comorbidities related to obesity
have been associated with cognitive impairment and
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Epidemiological data have also associated the con-
sumption of high energy diets with an increased risk
of age-related memory deficits and neurological dis-
eases, including Alzheimer’s disease (AD) and other
types of dementia.”'? Moreover, high energy diet
intake impairs the structure and function of the hippo-
campus, including synaptic plasticity and neurogenesis
which are necessary for learning and memory pro-
cesses.' '™ Studies with rodents have confirmed that
long-term intake of such diets produces cognitive def-
icits, especially in spatial tasks that require the hippo-
campus, 416

Acetylcholinesterase (AChE) activity is also sensi-
tive to exogenous factors like diets'” and has been
the target of emerging therapeutic strategies to treat
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cognitive disorders. AChE is an important regulatory
enzyme, that quickly hydrolyses the neurotransmitter
acetylcholine (ACh),'® which is known to influence
novelty-seeking and exploration behaviors. ACh also
has a role in mediating emotional behavior changes
induced by high-fat diet consumption.'®?° In addition,
deficiencies in learning and memory are associated
with an increase in AChE activity,?! reinforcing the
relationship between this enzyme and cognitive
alterations.

Obesity adversely affects the brain, but the physio-
logical mechanisms of how this occurs are not well
understood. Experimental and human studies have
shown that obesity is associated with increased oxi-
dative stress,”>%* which is strongly implicated in cogni-
tive decline caused by brain injury®* or
neurodegenerative disease. >

In recent years, interest in using natural products
for pharmacological purposes, as a form of comp-
lementary or replacement therapy, has increased.
The consumption of dietary antioxidants, for
example, contributes to the enhancement of endogen-
ous defense mechanisms (non-enzymatic antioxidant
systnsm)”‘28 and could slow down or reverse
damages caused by an excessive production of reac-
tive species (RS).**3

Tea is one of the most widely consumed beverages
in the world, second only to water, and its medicinal
properties have been widely explored. There are three
kinds of teas obtained from Camellia sinensis plant:
non-fermented (white and green tea), partially fer-
mented (red and oolong tea) and completely fermen-
ted (black tea),>! and their composition is affected by
the fermentation process. These teas are a rich source
of flavonoids, polyphenols, and several other cate-
chins which have potent antioxidant, free radical
scavenging, and anti-diabetic  activities.>* *
Furthermore, it has been reported that chronic
administration of decaffeinated polyphenol extracts
from green, oolong or black tea decreases body
weight, total visceral fat volume, hepatic lipid
content, and inflammation in mice fed high-fat or
high-sucrose diets.”’

The main catechins in green tea are epicatechin
(EC), epicatechin-3-gallate (ECG), epigallocatechin
(EGC), and epigallocatechin-3-gallate (EGCG), with
the latter being the highest in concentration.*®-*
During a 4 months high-fat diet (HFD), a supplemen-
tation with dietary EGCG, one of the major green tea
polyphenols, reduces body weight gain, body fat mass,
and liver triglycerides in mice, effects that are associ-
ated with increased fecal lipids.*

The present study has been designed to investigate
the neuroprotective effects of white, green, red, and
black teas on memory deficits induced by a hypercalo-
ric diet, and the possible mechanisms involved in these
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effects, evaluating hippocampal oxidative stress and
AChE activity.

Material and methods

Chemicals

(—)-Epicatechin (EC), (—)-epicatechin gallate (ECG),
(—)-epigallocatechin gallate (EGCG), and bovine
secrum  albumin  were purchased from Sigma
(St. Louis, MO, USA). All chemicals and solvents
used in high-performance liquid chromatography
(HPLC) analysis were of analytical reagent grade
quality and were used as received. All other chemicals
were of analytical grade and obtained from standard
commercial suppliers.

Herbal materials

White, Green, Red, Black, and teas were purchased
from a local supermarket (Madrugada Alimentos
Ltda, Venancio Alves, RS, Brazil). Teas were prepared
daily in the early morning and administrated at room
temperature. They were brewed immediately before
each experiment using distilled water (95-100°C),
and the brewing concentration was 1% (1 g of tea
per 100 ml of water).*' After 10 minutes the infusions
were filtered through paper filter. Liquid volume
intake was monitored daily.

After preparation, the contents of catechins were
analyzed by HPLC, to the presence of epicatechin
(EC), epicatechin gallate (ECG), and epigallocatechin
gallate (EGCG) (Table 1).

Animals

Experiments were conducted using female Swiss mice
(20-30 g). The mice were obtained from Federal
University of Santa Maria vivarium (Santa Maria,
Brazil). Animals were kept in an appropriate cabinet
with forced air ventilation, in a 12-hour light/dark
cycle, at a controlled room temperature of 22 + 2°C,
This study was approved by Ethics Committee on
the Use of Animals of the Federal University of
Pampa (Uruguaiana, Brazil) (Protocol no 024/2015).

Experimental procedure

Mice received normal diet (standard diet, Puro Lab 22
PB, Puro Trato®) or cafeteria diet (CD) for 8 weeks of
treatment.*” CD is highly palatable and highly caloric,

Table 1. Catechins concentration (ug/ml) in sample of
white, green, red, and black tea.

White Green Red Black
tea tea tea tea

Epicatechin (ug/ml) 13.30 63.07 ND ND

Epigallocatechin 46.29 178.79  63.21 4762
gallate (ug/ml)

Epicatechin gallate 9.1 11157 ND ND
(ug/mi)

ND = not detected.
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rich in carbohydrates and fats, being prevalent in
industrialized countries,*> consisted of commercial
rat chow, peanuts, milk chocolate, and sweet biscuit
in the proportion of 3:2:2:1, with all components pow-
dered, mixed and pﬁ?]lﬂlﬂd.‘m Animals received orally
water or tea (White, green, red, or black).

Group 1 (Control): standard diet (SD) + water

Group 2 (Cafeteria Diet): cafeteria diet (CD) + water

Group 3 (White + CD): cafeteria diet (CD) + white

tea

Group 4 (Green tea +CD): cafeteria diet (CD) +

green tea

Group 5 (Red tea + CD): cafeteria diet (CD) + red tea

Group 6 (Black tea + CD): cafeteria diet (CD) + black

tea

The mice were weighed weekly and consumption of
food and liquids were measured daily for comparison.
At the end of the 8 weeks of treatment all groups were
subjected to a battery of neurobehavioral tests as
described below. The supplementation was continued
during the testing days. Twenty-four hours after the
last behavioral test, mice were euthanized and blood
samples were taken by cardiac puncture, retroperito-
neal and gonadal fat were removed and weighed. and
bilateral hippocampi were removed for biochemical
analysis. The experimental design is shown in Fig. 1.

Control behavioral tests

Control behavioral tests were performed after 8§ weeks
of supplementation to ensure that parameters that
could alter memory tests results were not altered, as
the exploratory and locomotor activities, and the
anxiety behavior.

Open field test

The open field (OF) apparatus consisted of a 30 x 25 x
20 cm open arena painted white except for the frontal
wall, which was made of glass. The floor was divided
into 12 equal rectangles by black lines. The number
of crossings (four paws criterion) and rearings (two
paws criterion), as measures for locomotor and
exploratory activity, respectively, were counted. The
mice were individually placed in the arena and
observed for 5 minutes,*’

Elevated Plus Maze
Elevated Plus Maze (EPM) was a plus-shaped maze
made of dark gray plastic with two opposing open

arms (30x8cm) and two opposing closed arms
(30 x 8x15 cm) connected by a central platform (8 x
8cm) and elevated 120cm above the floor. Each
mouse was placed in the center of the maze facing an
open arm and the number of arm entries, as well as
the percent of time spent in open arms, was assessed
during a 5-minute period. An entry was scored as
such only when the mouse placed all four limbs into
any given arm. A reduction of the percent of time
spent and number of entries into the open arms is con-
sidered as an anxiety-like index, independent of loco-
motor activity.*®

Object recognition test

Recognition memory was evaluated through the object
recognition (OR) test using a 30 x25x20cm open
arena as described previously.*” All animals were habi-
tuated to the experimental arena for 20 minutes/day
for 4 days in the absence of any specific behavioral
stimulus. On the first day after habituation, the
animals were placed in the arena with two different
objects (A and B) and were free to explore for 5
minutes (training session); the mice were tested 24
hours later to evaluate long-term memory (LTM). In
the tests, one of the objects was removed and replaced
with a new object (C) and the mice were introduced in
the arena for 5 minutes. The time spent exploring each
object was recorded by an observer blind to the treat-
ment and was expressed as a percentage of the total
exploration time computed in seconds.*®

Biochemical testing

Dosages of plasmatic triglycerides, total cholesterol,
and glucose were performed using commercial kits
(Labtest Diagnostica, MG, Brazil) and levels are
expressed as mg/dl.

Tissue preparation

Mice were euthanized 24 hours after the conclusion of
the behavioral experiments. Bilateral hippocampi were
removed and homogenized in 50 mM Tris HCIl, pH
74, (1/10, w/v). Afterwards, samples were centri-
fuged at 2400 rpm for 10 minutes and the supernatants
(S1) were used for further analysis.

Reactive species
The levels of the RS were determined by a spectro-
fluorimetric method, using 2,7-dichlorofluorescein

EPM
OR OR OR | Euthanasia
OF Habituation training test
Biochemical
Wi/ / L >
| J
1

White, Green, Red or Black Teas supplementation and CD

Figure 1. Experimental procedure.
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diacetate (DCHF-DA) assay.*” The oxidation of
DCHF-DA to fluorescent dichlorofluorescein was
measured for the detection of intracellular RS. The
DCF fluorescence intensity emission was recorded at
520 nm (with 488 nm excitation) 2 hours after the
addition of DCHF-DA to the medium. The results
were expressed as fluorescence units.

Superoxide dismutase activity

Superoxide dismutase (SOD) activity was determined
as described by Misra and Fridovich.*® This method
is based on the ability of SOD to inhibit the autoxida-
tion of adrenaline to adrenochrome. The color reac-
tion is measured at 480 nm. One unit (IU) of enzyme
is defined as the amount of enzyme required to
inhibit the rate of autoxidation of adrenaline to 50%.

AChE activity

The activity of AChE was carried out according to the
method of Ellman er al..”' using acetylthiocholine as
substrate. The method is based on the formation of
the yellow anion, 3,5-dithio-bis-nitrobenzoic acid,
measured by absorbance at 412 nm. AChE activity
was expressed as umol AcSCh/hour/mg protein.

Ferric reducing antioxidant potential

Ferric reducing antioxidant potential (FRAP) assay
was done according to Benzie and Strain.*® This
assay is based on reduction capacity of ferric to
ferrous ion at low pH resulting in a color complex
ferrous-tripyridyltriazine. Readings of the colored
product were then taken at 593 nm. A standard
curve of ascorbic acid was used and results are
expressed in pg equivalent of ascorbic acid.

Protein determination
Protein concentration was measured by the method of
Bradford,* using bovine serum albumin as standard.

Statistical analysis

Data were checked for normality of distribution using
the Shapiro-Wilk test. The OR test results were
expressed as the percentage of total time spent explor-
ing each object. Results were analyzed using an
unpaired ttest to compare exploration of familiar
and novel object in the test session. Additionally, the

Camellia sinensis teas on cognitive impairment induced by cafeteria diet

discrimination index was determined by the difference
of time spent exploring the new (Tnovel) and the fam-
iliar (Tfamiliar) objects in the test session: [(Tnovel
— Tfamiliar)/(Tnovel + Tfamiliar) x 100 (%)], and
used as a memory parameter. The results of the
index were analyzed using ANOVA with Tukey’s post
hoc. OF and EPM results were compared between
groups using one-way ANOVA.

Regarding biochemical and oxidative stress tests,
independent ¢-test was used to compare control and
CD groups. Differences in treatments were analyzed
using a one-way ANOVA followed by the Duncan
test when necessary. Values of P <0.05 were con-
sidered statistically significant. The data are expressed
as mean + SEM.

Results

Catechins content

Non-fermented teas presented three catechins (EC:
13.30 pg/ml; EGCG: 46.29 pg/ml; ECG: 9.11 pg/ml
in white tea; EC: 63.07 pg/ml; EGCG: 178.79 pg/
ml; ECG: 111.57 ug/ml in green tea), while partially
or fully fermented teas only had EGCG (63.21 pg/
ml in red tea; 47.62 ug/ml in black tea).

Biochemical analysis

Body weight, body fat, plasma glucose, and lipid par-
ameters of mice are shown in Table 2. The results show
that body weights, serum cholesterol, glucose, and tri-
glycerides levels were significantly higher in the CD
group when compared with the control group. The
therapy with green and black teas decreased triglycer-
ides levels compared with the control group. All teas
reduce fat accumulation compared to CD group.

Control behavioral tests

No differences were verified on locomotor and
exploratory activities or anxiety behavior, since there
were no differences between groups in the numbers
of crossings and rearings in the OF test and in the
percent of time spent in the open arms in the EPM
(Table 3).

Table 2. Effect of CD and teas on body weight, body fat, levels of glucose, total cholesterol, triglycerides.
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Body weight gain (g) Body fat (g) Glucose (mg/dl) Cholesterol (mg/dl) Triglycerides (mg/dl)
Control 44442072 0.76+0.23%  136.09+803° 11007 + 16.64 # 15208+ 25,202
CD 11.78 £4.17° 518+0.78 " 14479+ 4,27 ° 17227 £8.73° 24869+ 50.72°
CD + White tea 14.4 + 6.45° 357+092° 146.08 + 16.89 2° 17497 + 17.84 " 22461+ 50.63°
CD + Green tea 126+521° 3.35+072° 151.75+9.02 *° 16899 + 29.47 " 176.76 + 25.92%
CD + Red tea 1.4+ 4.85° 3.54 = 0.49° 151.50 + 11.3° 169.45 + 21.89° 211.6 + 35.02°
CD + Black tea 11.5+3.34° 4.06 + 0.75° 144.29 + 14.5%° 186.04 + 21.79° 165.04 + 63.25%

Data are expressed as mean = S.E.M. (n =6). . Different lowercase letters represent statistically significant differences. 2Significantly
different from contral group (P < 0.05), Dsigniiicamly different from CD group (P < 0.05), “significantly different from contral and CD
group (P < 0.05).
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Table 3. Effects of CD and teas on locomotor and anxiety
parameters evaluated in the OF test.

OF Elevated plus
Time in open
Crossing (s) Rearing (s) ams (%)
Control 9191+755 38.09+288 48.84 + 483
CD 10340+ 11.77 37.45+ 483 5558 + 4.81
CD + White 8336+7.11 37.64+313 4349 +258
tea
CD +Green 10327 +961 34.00+ 3.16 55.27 +6.12
tea
CD + Red 69.09+3.88 28.09+388 4419 +5.00
tea
CD + Black 12880+£17.72 41.70£17.72 50.61 £3.77
tea

Data are expressed as mean = S.EM. (n=8-10).

Memory test

OR test

In the OR training session, animals from all groups
explored each of the objects (A and B) for a similar
percentage of the time (about 50%). LTM evaluation
(24 hours after the training session) indicated that
the control mice spent more time exploring the novel
object (C) (P < 0.05; unpaired t-test A vs. C, Fig. 2).

CD caused memory deficits (the mice spent about
50% of the total exploration time exploring the fam-
iliar object and about 50% the new object, A and C
respectively; P = 0.9354, Fig. 2). Green tea and the
red tea ameliorated the memory deficits caused by
CD consumption, since animals supplemented with
these teas spent significantly more time exploring the
new object (C) in comparation to the familiar (A)
(P =0.0092; P=0.0413, respectively: Fig. 2). The
same was not observed with white and black teas sup-
plementation (Fig. 2).

Object discrimination index differed between the
groups (P = 0.005; Fig. 3). CD group showed a lower
discrimination index for novel object compared to
control (P < 0.01, Fig. 3). Importantly, green and red
teas avoided OR memory deficits (P < 0.05, Fig. 3).

80+

604 a a
404 ab T ab
0 b /——|;\

Control D CD+ COr  CDr  CDr
Whitetea Greentea Redtea Blacktea
Figure 3. Effect of CD and teas on OR memory (OR index
(n = 8-10). Data were reported as mean + SD. Different
lowercase letters represent statistically significant
differences.

OR discrimination index
n
(=]

Biochemical analysis

Reactive species

We observed a significant increase (approximately
34%) in hippocampus RS levels on CD-fed mice
when compared with control group. White, green,
and black teas were able to reduce RS levels, while
red tea did not (Fig. 4).

S0D activity

Mice that received CD showed a significant increase
on the SOD activity (approximately 42%) in the hip-
pocampus, compared to the control group. Teas thera-
pies did not alter the hippocampal enzyme activity of
CD-treated rats (Fig. 5).

AChE activity

Animals that received CD for 8 weeks showed an
increase on AChE activity (30.5%) in the hippocampus
compared to the control group. All teas supplementa-
tions were able to prevent this enhance on enzyme
activity (Fig. 6).

3 Object A
@8 Object B
80+ Hl ObjectC
@ * *
£ Li
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g
S 40+
a
.
o
[
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=
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Training Control cD CD+ CD+ CD+
White tea  Green tea Red tea Black tea

Figure 2. Effect of CD and teas on OR memory test in mice (n =8-10). Data are reported as means + S.E.M. *P < 0.05 (object

familiar vs. novel).
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Figure 4. Effect of CD and teas on RS levels in mice
hippocampus (n =6). Data are reported as mean + S.E.M. and
expressed as UF. Different lowercase letters represent
statistically significant differences. *Significantly different
from control group (P < 0.05), "significantly different from CD
group (P < 0.05), “significantly different from control and CD
group (P < 0.05).

Figure 5. Effects of CD and teas on SOD in mice
hippocampus (n = 6). One unit (IU) of enzyme is defined as the
amount of enzyme required to inhibit the rate of autoxidation
of adrenaline to 50%. Data are reported as mean + S.E.M. and
expressed as international units (IU). Different lowercase
letters represent statistically significant differences.
“Significantly different from control group (P < 0.05),
bsignificantly different from CD group (P < 0.05), Ssignificantly
different from control and CD group (P <0.05).

Ferric reducing antioxidant potential

There was no statistically significant difference in
FRAP on the hippocampus of mice that received
CD and/or teas supplementation, as shown in Fig. 7.

Correlation analysis of the AChE activity and
oxidative stress parameters

In attempt to verify a direct interaction between AChE
and oxidative stress parameters, we conducted a
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Figure 6. Effect of CD and teas on AChE activity in mice
hippocampus (n = 6). Data are reported as mean + S.E.M. and
expressed as pmolAcSCh/hour/mg protein. Different
lowercase letters represent statistically significant
differences. Significantly different from control group (P <
0.05), t'signiﬁcantlw different from CD group (P < 0.05),
“significantly different from control and CD group (P < 0.05).

2

100
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3

Figure 7. Effects of CD and teas on FRAP in mice
hippocampus (n = 6). Data are reported as mean + S.E.M. and
expressed as pg ascorbic acid equivalent. Different
lowercase letters represent statistically significant
differences. *Significantly different from control group (P <
0.05), significantly different from CD group (P < 0.05),
significantly different from control and CD group (P < 0.05).

correlation analysis (Spearman rank correlation). We
verified a weak negative correlation between AChE
and FRAP (r = —=0.033, P = 0.02) as well as between
AChE and SOD (r= —0.034, P=0.02). No corre-
lation was observed between AChE and RS
(r=—0.08, P=10.60).

Discussion
This study is the first to compare beneficial health
effects from daily oral administration of different
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types of tea from C. sinensis in protecting against oxi-
dative damage in the hippocampus, as well as memory
deficit in novel OR task in an obesity model induced
by CD in mice. Tea, one of the most popular beverages
worldwide, can be categorized into three types: non-
fermented white and green, partially fermented
oolong and red, and fully fermented black tea.**
These different teas contain varying amounts of com-
pounds known to have beneficial effects. Polyphenols
are relatively more abundant in green tea,’® while the
black and Pu-erh teas are relatively rich in natural

We opted for the use of female mice because accord-
ing to the latest surveys done by WHO, women are
most affected by overweight and obesity. Probably
could have a hormonal effect related with this point.
When females are housed in groups and isolated
from males normally occurs the suppression or pro-
longation of estrous cycle of mature female mice
(and other rodents). This phenomenon is known as
Lee-Boot effect.”® Thus, considering that in this
study females were kept in an appropriate cabinet
with forced air ventilation, isolated from males, we
believe that all females were in the same estrous
cycle stage. This reduces possible differences among
groups related with hormonal alterations.

Animals that received CD presented a characteristic
obesity profile that was observed by a significant
increase in body weight, adipose tissue, and circulating
concentration of total cholesterol, glucose, and trigly-
ceride compared to mice fed only the standard diet.
Green and black teas reduced triglyceride levels
while fat accumulation was lower in animals that con-
sumed the diet associated with white, green or red teas.
Our results are consistent with studies that have shown
that green tea extracts decrease triglycerides in diabetic
rats. In addition, the continuous ingestion of a green
tea extract high in catechins led to a reduction in
body fat and LDL cholesterol, suggesting that the
ingestion of such an extract contributes to a decrease
in obesity.” Also, the results support the hypothesis
that both green and black teas may have beneficial
effects against the risks of metabolic syndrome and
cardiovascular complications, as shown in rat models
of obesity and diabetes.

Based on epidemiological studies and experimental
evidence in rodents it is probable that western
diet may prompt metabolic disturbances that
consequently can induce cognitive impairment and
nf:uropﬂtholog).!.en_62 In our study, CD animals
presented a memory deficit in the OR test. Jurdak
and Kanarek® reported impaired OR memory
after 8 weeks in supplemented rats.
Neuroprotective effects of green and red teas were
evident in OR memory. Other study also observed
the protective effect of green and red teas, but not

sucrose

black tea. on cognitive deficit caused by ischemic
stroke in rats.®*

Hippocampus is the site of structural abnormalities
associated with early stages of AD and other cognitive
dementias.®™® In fact, it is preferentially susceptible,
compared to other brain regions, to a variety of
insults that promote cognitive dysfunction as their sig-
nature symptoms.®” Additionally, hippocampus is par-
ticularly susceptible to oxidative stress due to the
simultaneous presence of high levels of polyunsatu-
rated fatty acids and iron.®®

Obesity induced by CD is associated with increased
oxidative stress,”” which cause remains unclear, but
may be related to the accumulation of toxic metab-
olites that lead to excessive production of free radicals
or to depletion of cell antioxidant defenses. Oxidative
damages observed in the hippocampus, evidenced by
increased ROS levels and SOD activity, can contribute
to the impairment of learning and memory.” The ben-
eficial effects of tea consumption are mainly related to
its bioactive components, catechins polyphenol and
their derivatives, which have shown to act directly as
radical scavengers, iron chelators, and to exert indirect
antioxidant effects through activation of transcription
factors and antioxidant enzymes, thus modulating the
cellular redox state.”""

Our present data also demonstrate that CD
increases AChE activity in the hippocampus of obese
mice. Studies have shown that dietary factors affect
cholinesterase activity.!” The deficiencies in learning
and memory are associated with the increase in
AChE activity,”! reinforcing the relationship between
this enzyme and cognitive alterations. Alterations in
AChE activity may be induced by increased free
radical formation in the diabetic state.”® In this
study, we observed a weak negative correlation
between AChE activity and FRAP or SOD, but no
correlation was verified between AChE and RS. The
restoration of AChE activity by teas can contribute
to the maintenance of cholinergic signaling and recov-
ery the memory loss in obese mice.

The main goal of this study was to compare the
effect of different types of teas in protecting against
cognitive deficits in an obesity model induced by
CD. Some studies have demonstrated the effect of
green tea in similar models. On the other hand, no
study compared the effect of other teas from C. sinen-
sis. In our study, we verified that green and red teas
were effective in restoring cognitive deficit induced
by CD using an OR test. We investigated if oxidative
stress and AChE activity could be related with this
observed effect. In fact, the presence of different com-
pounds such as catechins (types and quantities) could
explain the observed results. Yet, the results obtained
did not allow to establish a precise mechanism. In
fact, we verified that all the teas were able to restore
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AChE activity at the control levels. But, only green,
white, and black teas were effective in reducing RS
levels and no tea modified SOD activity increased by
CD. Oxidative status is not static, but it’s modified
continuously. The antioxidant defenses suffer several
adaptations to combat the generated insults along
time. We verified the hippocampus antioxidant poten-
tial only at the end of study. It does not mean that
there was no alteration in this parameter along the
study. Certainly, others mechanisms could be involved
in the better effect of green and red teas observed in
this study on cognition.

Taking into account all the results obtained it is
possible to conclude that green tea was better than
other teas in reducing effects of the CD model, being
able to protect a greater number of parameters. In
addition, we verified after HPLC analysis, that green
tea presented the highest amount of catechins, which
could probably be related to green tea bioactive
effects perceived in this paper.”"”> Human epidemio-
logical and new animal data suggest that this tea and
its effective constituents may decrease the incidence
of dementia, AD, and Parkinson’s disease.”* ® In par-
ticular, its main catechin polyphenol constituent
EGCG has been shown to exert neuroprotective
activity against oxidative damage and neurodegenera-
tion.” " However, the mechanisms involved in the
green tea-induced neuroprotection against different
types of brain injury are not completed clear. Thus,
additional studies are needed to better understanding
neuroprotective mechanisms on the benefic role of C.
sinensis teas.
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ABSTRACT

Consumption of a palatable cafeteria diet is linked to overweight and obesity. Obesity,
which has developed into a global epidemic, is a risk factor in most chronic diseases and
these pathological conditions are associated with elevated markers of oxidative stress. In
addition, it is known that obesity can negatively affect fertility and reproductive function
in women. Thus, the use of natural compounds is an alternative to reduce the effects of
obesity. Teas have already demonstrated several beneficial effects on health. In this study
we evaluated the effect of a cafeteria diet (rich in fat and sugar) on histological parameters
and oxidative stress in ovaries and leptin serum concentration, comparing the protective
effect of different teas (red, white, black and green) (Camellia sinensis). We used Swiss
mice, which received daily the cafeteria diet concomitant with either water or teas. After
8 weeks, animals were euthanized; blood was collected to determine leptin levels. In
addition, ovaries were removed and analyzed for histology and oxidative stress (RS and
FRAP). We found that the cafeteria diet led to hyperleptinemia and oxidative stress in
ovary, but showed no histological alterations. Teas depicted partial beneficial effects.
White, green and black teas restore FRAP while green, red and black teas partially

reduced leptin increase. Therefore green and black teas showed better results in this study.

Key-Words: Cafeteria diet; obesity; ovary; leptin; stress oxidative; Camellia

sinensis

1. INTRODUCTION

Currently, consumption of energy-rich foods and sedentarism, more common in
Western population lifestyle, are directly linked to the current obesity epidemic
(Berthoud, Lenard et al. 2011). Obesity is characterized by excessive accumulation of
adipose tissue and has been linked to the development of cardiovascular and metabolic
diseases (Fuster, Ouchi et al. 2016)

We recently demonstrated the relation of an obesity model and the induction of

memory deficit in an object recognition test in females fed with cafeteria diet (Soares,
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Ramalho et al. 2017). The cafeteria diet is palatable and can induce obesity and accelerate
the development of ovarian follicles and the rate of follicle loss, leading to premature
ovarian failure (Tschop and Heiman 2001; Wang, Luo et al. 2014). Sagae, Menezes et al.
(2012) found that the cafeteria diet negatively affects female reproduction by reducing
the number of oocytes and the thickness of the follicular layer.

Moreover, obesity is associated with greater risks for adverse health outcomes
across the reproductive spectrum (Pelusi and Pasquali 2003; Yogev and Catalano 2009),
including menstrual irregularity, endometrial pathology, infertility and early pregnancy
loss (Bellver, Rossal et al. 2003; Bellver, Ayllon et al. 2010; Boots, Bernardi et al. 2014),
also including hypertensive disorders, gestational diabetes, preterm birth, and rates of
cesarean delivery (Knight, Kurinczuk et al. 2010).

Leptin is a peptide secreted and expressed by adipose tissue proportionally to body
fat percentage and acts on the hypothalamus, controlling eating behavior. Therefore,
leptin has a significant role in maintaining body’s metabolism (Wasim, Awan et al. 2016).
Dysregulation in leptin levels generates increased food intake and loss of satiety, events
that result in obesity.

Peripherally, leptin is implicated in a broad range of physiological processes such
as angiogenesis, hematopoiesis, wound healing, lipid and carbohydrate metabolism
regulation (Baile, Della-Fera et al. 2000; Tucholski and Otto-Buczkowska 2011) and
increased generation of reactive oxygen species (RS) (Yamagishi, Edelstein et al. 2001;
Beltowski, Wojcicka et al. 2003). Furthermore, a sufficient concentration of leptin is
required for normal reproductive function. Leptin is associated with sexual maturation
and advances the onset of puberty in rodents, through regulation of the reproductive axis
during prepubertal and peripubertal stages (Elias and Purohit 2013). Leptin has been
previously shown to be elevated in folicular fluid of obese women (Metwally, Li et al.
2007), indicating that systemic alterations associated with obesity can also affect the
ovarian follicular environment (Dag and Dilbaz 2015)

A common issue in the pathogenesis of many obesity-associated diseases is
oxidative stress (Matsuda and Shimomura 2014). There are several possible contributors
to oxidative stress in obesity, including hyperglycemia, elevated tissue lipid levels,
inadequate antioxidant defenses, increased rates of free radical formation, chronic
inflammation, and hyperleptinemia (Vincent and Taylor 2006). In context, the antioxidant

supplementation could contribute to ameliorate the damage induced by obesity. Natural
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dietary components with antioxidant activity have received particular attention because
of their role in modulating oxidative stress associated with aging and chronic conditions.

Tea is one of the most widely consumed beverages in the world, second only to
water, and its medicinal properties have been widely explored. The tea plant, Camellia
sinensis, is a member of the Theaceae family and can be divided into three types based
on the method of processing its leaves, namely the non-fermented green and white teas,
partially fermented oolong and red tea and fermented black tea (Horzic 2009).

Major polyphenolic compounds in tea include catechins, which are present in
large amounts in green tea (Lee, Maliakal et al. 2002). They are mainly comprised of (-)-
epigallocatechin-3-gallate (EGCG), (-)-epigallocatechin (EGC), (-)-epicatechin- 3-
gallate (ECG), and (-)-epicatechin (EC). EGCG is the most abundant catechin in green
tea and is believed to be the most pharmacologically active catechin (Wolfram, Wang et
al. 2006). FALAR DIFERENCIACAO CHAS

During the last decade, the effects of tea and tea polyphenols have been
extensively investigated and studies have shown that tea is capable of lowering the risk
of cardiovascular disease and cancers (Mukamal, MacDermott et al. 2007; Chen and
Cheng 2008), reducing body weight and plasma levels of free triglycerides, cholesterol
and low density lipoprotein-cholesterol (LDL-C) (Lin and Lin-Shiau 2006), as well as
exerting antioxidant and anti-aging effects (Duh 2004; Cooper, Morre et al. 2005).

The objective of this work was to evaluate the effect of a cafeteria diet on ovary
of mice and leptin levels in plasma. In addition, compare the effect of different Camellia

sinenesis teas.

2. MATERIAL AND METHODS

2.1.Chemicals

2,4,6-Tri (2-pyridyl) -s-triazine (TPTZ) and dichlorodihydrofluorescein diacetate
(DCHF-DA) were purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). All other
reagents used in this study were of analytical grade and they were obtained from standard

commercial suppliers.
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2.2 .Herbal

Commercial teas (Madrugada Alimentos Ltda, Venancio Alves, RS, Brazil) were
purchased from a local supermarket. Teas were administered in drinking water at a
concentration of 1% (Uchiyama, Taniguchi et al., 2011), in which 1g of tea was weighed
in 100 ml of water (95-100 ° C). After 10 minutes of infusion, the teas were filtered and
administered at room temperature. Teas preparations were performed daily.

In order to evaluate the composition of each tea, we performed total phenolic

content and total flavonoids

2.2.1.Determination of total polyphenols content

Total polyphenols content (TP) of teas was measured by spectrophotometry using
the Folin-Ciocalteu method. The total polyphenol content was expressed as microgram

of gallic acid equivalent per milliliter (ug GAE/mL) (Singleton 1999)

2.2.2.Determination of flavonoids

The determination of flavonoids followed the methodology proposed by (Woisky
1998). Quercetin at the concentrations of 2.5, 5, 7.5, 10 mg/mL was used as the standard
for the construction of the calibration curve, with the flavonoid content expressed as pg

quercetin / mL of tea.

2.3.Animals
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We use female Swiss mice (20 — 30 g) obtained from Federal University of Santa
Maria vivarium (Santa Maria, Brazil). Animals were kept in an appropriate cabinet with
forced air ventilation, in a 12-hour light/dark cycle, at a controlled room temperature of
22 £ 2°C. This study was approved by Ethics Committee on the Use of Animals of the
Federal University of Pampa (Uruguaiana, Brazil) (Protocol n® 024/2015).

2.4.Experimental procedure

In order to induce characteristic parameters of obesity, we used a cafeteria diet.
Cafeteria diet is highly palatable and highly caloric, rich in carbohydrate and fat (Sampey,
Vanhoose et al. 2011). It consisted in the preparation of a feed containing: commercial
rodent chow, peanuts, milk chocolate, and sweet biscuit in the proportion of 3:2:2:1, with
all components powdered, mixed and pelleted (Estadella, Oyama et al. 2004; Soares,
Ramalho et al. 2017).

Animals were divided according to the diet ingested. They received either a
standard diet, consisting in a commercial rodent chow (Puro trato ®), or the cafeteria diet
(CD), for 8 weeks of treatment (Burneiko, Diniz et al. 2006; Soares, Ramalho et al. 2017).

Furthermore, the animals received orally water or tea (White, green, red or black).

Control: standard diet (SD) + Water

Cafeteria Diet: cafeteria diet (CD) + Water

CD + White tea: cafeteria diet (CD) + White tea
CD + Green tea: cafeteria diet (CD) + Green tea
CD + Red tea: cafeteria diet (CD) + Red tea

CD + Black tea: cafeteria diet (CD) + Black tea

At the end of the 8 weeks of treatment, mice were euthanized and blood samples
were taken by cardiac puncture, and ovaries were removed. The right ovaries were
weighed and homogenized in 50 mM Tris/HCI, pH 7.4 (1/10, w/v) and centrifuged for 10
min at 3000g. The supernatant (S1) of the ovaries obtained were and used for reactive
species (RS) and ferric reducing antioxidant potential (FRAP) analyzes. The left ovary

was used for histological evaluation
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2.4.1. Reactive Species (RS)

The oxidation of 2,7-dichlorofluorescein diacetate (DCHF-DA) to fluorescent
dichlorofluorescein was measured for the detection of intracellular RS. The DCF
fluorescence intensity emission was recorded at 520 nm (with 488 nm excitation) 2h after
the addition of DCHF-DA to the medium. The results were expressed as fluorescence
units. The levels of the RS were determined by a spectrofluorimetric method, according
Loetchutinat et al (2005) (Loetchutinat, Kothan et al. 2005)

2.4.2. Ferric reducing antioxidant potential (FRAP)

This assay is based on reduction capacity of ferric to ferrous ion at low pH
resulting in a color complex ferrous-tripyridyltriazine. Readings of the colored product
were then taken at 593 nm. A standard curve of ascorbic acid was used and results are
expressed in pg equivalent of ascorbic acid. FRAP assay was done according to Benzie
and Strain (1996).

2.4.3. Leptin Dosage

The blood samples were centrifuged and the plasma obtained was used for

determination of leptin by ELISA.

2.5.Histological evaluations

For the evaluation of follicular viability, ovarian fragments were dehydrated in

alcohol, cleared with xylene, embedded in paraffin and serially sectioned (5 pm). Every
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section was mounted onto a glass slide and stained with periodic acid-Schiff
(PAS)/hematoxylin. All sections were analyzed with an optical microscope (4000%;
Binocular, Olympus CX31, Tokyo, Japan) by a single, experienced examiner. Follicles
were classified as viable and non-viable, and the follicular quality was evaluated
according to the method of Kim and Lee 2000 with respect to the basement membrane
integrity, and the oocyte integrity, including the general aspects of the cytoplasm, the
presence of granules, and the color.

2.5 Statistical analysis

Data were checked for normality of distribution using the Shapiro-Wilk test.

Regarding oxidative stress tests, independent t-test was used to compare control
and CD groups. Differences in treatments were analyzed using a one-way ANOVA
followed by the Duncan test when necessary. Values of P < 0.05 were considered

statistically significant. The data are expressed as mean = SD.

3. RESULTS

3.1.Phenolic content and flavonoids

The content of total phenols as well as total flavonoids are shown in Table 1. We
have found that green teas have the highest amount of total phenols, followed by black,
white and red tea. Green and black teas are the ones with the highest concentration of

total flavonoids.
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Table 1 - Content of phenolic compounds and flavonoids present in Camellia sinensis tea

Total Phenols (ug/mL) Total Flavonoids (pg/mL)
White tea 393.37 3.87
Green tea 710.8 5.66
Red tea 242.6 3.23
Black tea 449.7 5.66
3.2-  Reactive Species

We observed a significant increase on RS levels in ovary of animals that received
cafeteria diet (approximately 48%) in relation to animals fed with standard diet. All teas
partially reverse this parameter altered by cafeteria diet (Figure 1).
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Figure 1. Effect of CD and teas on RS levels in mice ovary (n = 6). Data are reported as mean + S.D. and
expressed as UF. * Significantly diferente from control group (P < 0.05).

3.3 FRAP

Animals that received cafeteria diet for 8 weeks showed a decrease in FRAP
(20.4%) on ovary compared to the control group. White, green and black teas restored
FRAP to control levels (Figure 2).
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ug ascorbic acid equivalent

Figure 2. Effects of CD and teas on FRAP in mice ovary (n = 6). Data are reported as mean + S.D and

expressed as pg ascorbic acid equivalent. * Significantly different from control group (P < 0.05), #
significantly different from CD group (P < 0.05).

3.4 Leptin

The leptin levels were 8-fold higher in the mice that received cafeteria diet in

plasm, compared to the control group. Green, red and black teas partially reduces leptin
levels (Figure 3).
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Figure 3 - Effect of CD and tea on plasma leptin levels of mice after 8 weeks of treatment. (n = 4). Data are

reported as mean + S.D. and expressed as ng/mL. * Significantly different from control group (P < 0.05),
# significantly different from CD group (P < 0.05).
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3.5 Histology

In Figure 4, we observed the cortical region of the ovary, with different stages
follicles. Morphologically normal follicles and corpus luteum, with a round oocyte
surrounded by well-organized granulosa cells and integral nucleus; the surface of the
ovary is covered by a layer of cuboidal cells, the germinal epithelium. There was no
histological change in cafeteria diet group compared to control group. These results
demonstrate that the cafeteria diet for 8 weeks did not cause damage on ovary histology
(Figure 4). Teas did not present effect on ovarian tissue.

[z | Er

Figure — 4 Histological structure of mouse ovary with different follicles (Primordial follicles*, primary
follicles**, secondary follicles ***in the cortex. the germinal epithelium ({}) (4000x). A — Control; B —
Cafeteria diet

4 DISCUSSION

In a previous study, we demonstrated that the cafeteria diet induces obesity
characteristics, such as increased biochemical parameters (glucose, cholesterol and
triglycerides), weight gain and fat accumulation (Soares, Ramalho et al. 2017). In the
present work, we hypothesize a possible relationship between increased leptin levels and
ovarian damage. We found that 8 weeks intake of cafeteria diet increased leptin levels in
blood (about 8-fold), in addition to altering oxidative stress in ovary of mice. Green, red
and black teas partially decreased hyperleptinemia.

Plasma concentration of leptin tends to be increased in most obese individuals and
positively correlated with total body fat (Maffei, Halaas et al. 1995; Considine, Sinha et

al. 1996). A large number of studies demonstrated that most individuals with diet induced



71

obesity manifest leptin resistance characterized by increased leptin levels in blood and
decreased leptin sensitivity, which is proportional to the individual's adipose mass and
BMI (Considine, Sinha et al. 1996; Morrison 2008; Morris and Rui 2009; Guzman-Ruiz,
Stucchi et al. 2012). Our obesity animal model presented an increase in weight, fat
accumulation and, consequently, high levels of leptin, corroborating with other studies
(Soares, Ramalho et al. 2017).

Fat tissue is an endocrine organ required for energy homeostasis. It secretes
adipokines, such as leptin, which induces the production of ROS and increases oxidative
stress in obesity (Marseglia, Manti et al. 2014). In our study, we found that, in addition
to hyperleptinemia, ROS was increased and there was a reduction of antioxidant potential
in ovary. Skaznik-Wikiel, Swindle et al. (2016) observed that a diet-induced obesity
resulted in increased immune cell infiltration, and increased oxidative stress marker in
ovaries of obese mice, suggesting an important link between obesity, potentially
generated due to a high-fat diet exposure, and abnormal inflammatory responses in the
ovary.

Obesity is associated with impaired fertility, primarily owing to disorders of the
reproductive hormonal profile. Evidence has also emerged indicating a potential direct
role of leptin in regulating mammalian ovarian function as well as oocyte and
preimplantation embryo development (Kawwass, Summer et al. 2015). Although we
verified alterations on oxidative status of ovarian tissue after 8 weeks of cafeteria diet
intake, we did not observe significant alterations on ovarian histology. Other authors also
did not observe changes in ovarian morphology in high-fat diet group even after 15 weeks
of treatment; however an effect was observed after 20 weeks of diet (Wu, Zhang et al.
2015). It is probable that the oxidative status alterations observed in ovarian tissue could
be a predictor event before morphological alterations. In fact, we could not discard that,
in this stage, there is no impairment of ovarian function.

Moreover, it has been demonstrated that antioxidant supplementation could
reduce oxidative stress, decrease the risk of complications related to obesity, and restore
expression of adipokines (Furukawa, Fujita et al. 2004). Recently we have shown that
teas were effective in improving the cognitive deficit induced by the cafeteria diet, and
green tea seems to have been the most effective. In this study, green and black teas were
partially effective in restoring damage induced by cafeteria diet. We believe that its main
protective effects happens due to its phenolic composition, since these teas presented the

highest amount of phenols and total flavonoids. In addition, in our previous study (Soares,
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Ramalho et al. 2017) we have analyzed the composition of catechins by HPLC, in which
green tea presented the highest amount. Regarding black tea, catechin content is reduced
due to a fermentation process as a result of polymerisation into theaflavin and
thearubigins (Dufresne and Farnworth 2001).

In this study, we observed important alterations on leptin levels and ovarian RS
production after cafeteria diet intake for 8 weeks. In addition, teas, especially green and
black, could mitigate the effects induced by this diet. We expected that after 8 weeks of
diet, there would be histological alteration in ovaries, as shown by some authors. However
there are differences between treatment time and also in diet compositions. Although we
did not observe significant follicular changes, we can not rule out the hypothesis of
reproductive alterations, since fertility problems can take place even without histological
alteration. More studies are needed to investigate possible changes in female reproductive

system after cafeteria diet consumption.
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5. DISCUSSAO DOS ARTIGOS

As mudangas no estilo de vida e alimentagdo ao longo dos anos tem mudado o
perfil metabdlico da populacdo mundial. A ingestdo de dietas hipercaloricas, ricas em
gordura e agucar associado ao sedentarismo resultou em um aumento significativo na
incidéncia de doengas associadas, como o desenvolvimento de doencas cardiovasculares,
diabetes tipo 2 e cancer (Eckel, Grundy et al. 2005; Galassi, Reynolds et al. 2006). As
alteragBes provocadas pelo consumo de dietas hipercaldricas ainda néo estdo totalmente
elucidadas. Alguns estudos destacam que este tipo de dieta poderia alterar o desempenho
normal do metabolismo, afetando o funcionamento adequado do organismo.

Nesse trabalho, nos verificamos o consumo da dieta de uma cafeteria por 8
semanas afim de induzir obesidade em camundongas e analisamos o efeito da mesma
sobre hipocampo, ovéario e parametros bioquimicos. Além disso, analisamos o efeito
protetor de diferentes chas provenientes da Camellia sinenesis (verde, branco, vermelho
e preto). A dieta utilizada induziu obesidade nos animais, verificado pelo aumento nos
niveis de glicose, colesterol e triglicerideos, acimulo de gordura e aumento de peso.

A obesidade esta associada com diversas doencas, estando fortemente ligada a
alteracbes comportamentais e de memoria. Estudos evidenciaram que animais
alimentados com dietas hiperlipidicas apresentaram pior desempenho em testes de
aprendizado e memoria (Carillon, Romain et al. 2013; Setti, Littlefield et al. 2015).
Verificamos que 0s animais obesos apresentaram déficit de memoria, alteracdo da
atividade da acetilcolinesterase e estresse oxidativo. Sabe-se que a obesidade induzida
por DC esta associada ao aumento do estresse oxidativo (Carillon, Romain et al. 2013),
cuja causa permanece obscura, mas pode estar relacionado ao acimulo de metabdlitos
toxicos que levam a producdo excessiva de RL ou a reducdo de defesas antioxidantes
celulares. Os danos oxidativos observados no hipocampo, evidenciados por aumento dos
niveis de ROS e atividade de SOD, pode contribuir ao comprometimento do aprendizado
e da meméria (da Silveira, Furini et al. 2013)

O tecido adiposo produz uma série de substancias denominadas adipocinas, dentre
elas a leptina (Bulcao, Ferreira et al. 2006). A leptina esta elevada em mulheres obesas
estando associada com piora da fecundidade (Brewer and Balen 2010) sendo que

observac0es clinicas tém sugerido que existe uma forte relacdo entre a adiposidade e a
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infertilidade feminina (Bolumar, Olsen et al. 2000; Pasquali, Pelusi et al. 2003). No nosso
estudo, apesar de verificarmos um grande aumento na concentragéo de leptina e estresse
oxidativo em ovarios, ndo notamos alteraces na viabilidade folicular analisada por
histologia. Estudos j& demonstraram que a dieta hipercal6rica afeta a reproducao,
afetando a viabilidade dos foliculos, no entanto, esses trabalhos, utilizaram uma
composi¢do de dieta diferente da nossa e os animais receberam a dieta por um periodo
superior ao utilizado no nosso estudo. Wu e colaboradores (2015) ndo observaram
alteragOes histologicas em ovario com 15 semanas de tratamento, sendo que alteragdes s6
foram observadas apds 20 semanas Wu, Zhang et al. (2015). Apesar disso, ndo podemos
afirmar que a dieta de cafeteria, consumida por 8 semanas nao afeta a reproducao, ja que
nao testamos outros parametros, como receptividade sexual, taxa de fecundagéo e niimero
de conceptos.

A busca por compostos ou alimentos funcionais para prevenir os danos

ocasionados pela ingestdo alimentar inadequada tem ganhado destaque. Os chas
acabaram tornando-se a segunda bebida mais consumida no mundo, ndo so pelo seu sabor
e aroma, mas também devido aos efeitos benéficos ja demonstrados (Kodama 2010).
Neste estudo, verificamos os efeitos de diferentes chas (branco, verde, vermelho e preto)
obtidos da planta Camellia sinensis, frente a danos causados pela dieta de cafeteria.
Os chés contém muitas substancias, tais como catequinas e outros polifendis (Moriyama
2008), que parecem ser eficazes para a prevencao de diversas doencas (Basu and Lucas
2007; Bolling, Chen et al. 2009). Existem trés tipos de chas obtidos da planta Camellia
sinensis: ndo fermentados (cha branco e verde), parcialmente fermentados (Cha vermelho
e oolong) e completamente fermentados (cha preto) (Almajano, Carbd et al. 2008).
Considerando-se estas diferencas no processamento, cada cha apresenta diferencas no
sabor, aspecto, propriedades antioxidantes. Essas mudancas estdo relacionadas as
diferentes concentracdes de polifenois (Paganini-Costa 2011).

Em relacdo aos chas estudados (branco, verde, vermelho e preto), vimos diferentes
resultados entre eles. Levando-se em conta o conjunto de resultados obtidos, o cha verde,
parece ser 0 que apresenta efeito benéfico melhor, uma vez que o consumo desse cha
acabou revertendo um maior nimero de parametros alterados pela dieta de cafeteria em

comparacdo aos demais chas.
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6. CONCLUSAO

Com a realizacdo deste estudo, podemos concluir, que a utilizagcdo da dieta de
cafeteria durante 8 semanas, ocasionou alteracdes de parametros bioquimicos, acumulo
de gordura e ganho de peso, sendo um modelo eficaz na inducdo da obesidade. A
obesidade acabou gerando déficit de memdria em camundongas, alteracdo da atividade
da acetilcolinesterase e estresse oxidativo, tanto em hipocampo quanto em ovério. Além
disso, vimos um exacerbado aumento nos niveis de leptina no plasma.

Nos verificamos diferentes efeitos entre os parametros analisados, entre 0s chas
testados. Em alguns aspectos os 4 chas testados foram eficazes em restaurar total
(atividade da AchE) ou parcialmente (acumulo de gordura) os danos causados pela dieta
de cafeteria. Os chas verde e vermelho reduziram o déficit de memoria. Os chas branco,
verde e preto reduzem os niveis ER em hipocampo, além disso, restauram FRAP em
ovario, demonstrando efeito antioxidante. Com relacdo aos niveis de leptina os chas
verde, vermelho e preto reduzem parcialmente os niveis aumentados pelo consumo da
DC.

De acordo, com os resultados obtidos nessa tese, podemos verificar que 0 cha
verde foi o que apresentou o melhor efeito nos diversos parametros analisados.
Acreditamos que sua composicdo rica em fendis, flavonoides e catequinas, acaba

tornando-o o mais eficaz.
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