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EFEITOS DO CONSUMO DA ERVA MATE NO TECIDO ADIPOSO
BRANCO DE RATAS OVARIECTOMIZADAS

Victor Machado de Mello Andrade
Orientadores: Mario Vaisman, Luciane Claudia Barcellos, Veronica Salerno Pinto.

Resumo da Tese de Doutorado submetida ao Programa de Pés-Graduacdo em
Endocrinologia, da Universidade Federal do Rio de Janeiro — UFRJ, como parte dos

requisitos necessarios a obtencdo do titulo de Doutor em Ciéncias.

Introdugdo: A menopausa e pds menopausa estdo associadas com o surgimento de
doencas metabdlicas e obesidade. Atualmente, o principal tratamento é a reposicdo
hormonal. No entanto, a reposicao de estrogénio pode gerar outros tipos de doencas
como, por exemplo, cancer de mama. A llex Paraguariensis (erva Mate) vem sendo
caracterizada como um potente agente anti-obesidade. Esse estudo teve como objetivo

verificar o efeito do Mate no metabolismo energético de ratas ovariectomizadas.

Métodos: Apds a ovariectomia, as ratas (3 meses de idade) foram tratadas com Mate
(1g/kg do peso corporal) ou dgua (1 ml) por oito semanas. Os animais foram separados
em 4 grupos: Sham (n=6), Sham Mate (n=6), OVX (n=8), OVX Mate (n=8). Apds o periodo
experimental, parametros bioquimicos no plasma foram analisados, assim como a

anadlise histoldgica e proteica de UCP1 e Sirtl no tecido adiposo branco (WAT).

Resultados: A erva Mate foi capaz de prevenir a obesidade em ratas ovariectomizadas,
evidenciado pelos valores semelhantes ao grupo controle em relagao as andlises de peso
do tecido adiposo visceral, triglicerideos, colesterol total, LDL. A analise morfométrica
do WAT mostrou uma menor hipertrofia dos adipécitos no grupo OVX-Mate vs OVX. Por
fim, o Mate aumentou o contetido de UCP1 no WAT das ratas OVX, assim como também
apresentou maiores valores da proteina Sirtl em ambos os grupos que consumiram a

erva.

Conclusdao: O Mate tem uma potente agcdo preventiva no desencadeamento da
obesidade em ratas ovariectomizadas e, possivelmente, esses beneficios podem ser

extrapolados para um quadro de menopausa.



Palavras chaves: llex paraguariensis; Ovariectomia; Tecido adiposo; Termogénese.

EFFECTS OF ERVA MATE CONSUMPTION ON WHITE ADIPOSE
TISSUE IN OVARIECTOMIZED RATS

Victor Machado de Mello Andrade
Adivisors: Mario Vaisman, Luciane Claudia Barcellos, Veronica Salerno Pinto.

Summary of the Doctoral Thesis submitted to the Program of Post-graduation in
Endocrinology, Federal University of Rio de Janeiro — UFRJ, as part of the requirements

for obtaining the Doctoral Degree in Science.

Introduction: Menopause and post-menopause are characterized by low levels of
estrogen that can be associated with the emergence of metabolic diseases. While
hormone replacement therapy can alleviate many symptoms, it can also exacerbate
other diseases such as breast cancer. In the search for natural alternatives, llex
paraguariensis (Yerba Mate) has been identified as a potential therapy for the onset of
obesity. Here, the effect of MATE consumption on white adipose tissue (WAT) was

studied in ovariectomized rats, an animal model for post-menopause hormone loss.

Methods: Four groups of animals were used: ovariectomy with MATE (OVX MATE) and
without MATE (OVX), as well as sham surgery with MATE (Sham MATE) and without
MATE (Sham). MATE was provided by gavage at 1g/kg of body weight for eight weeks
before measuring biochemical parameters in plasma and characterizing WAT

morphology.

Results: The consumption of Yerba MATE significantly decreased weight gain in
ovariectomized rats and presented near control levels of triglycerides, total cholesterol,
and LDL. A morphometric analysis of WAT showed a significant decrease in the area
occupied by adipocytes in the group that consumed MATE. Finally, MATE consumption
increased the UCP1 content in the WAT of the ovariectomized group. Yerba MATE

treatment was also associated with higher levels of SIRT1 protein.



Conclusion: MATE consumption has a preventive effect on the weight gain observed in
ovariectomized rats and potential benefits in naturally avoiding the onset of obesity post

menopause.

Keywords: /lex paraguariensis; Ovariectomy; Adipose tissue; Thermogenesis.
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ERP — Receptor de estradiol beta

IGF-1 - Fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1
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Introducao

A crescente proporcao de mulheres idosas e o aumento da expectativa de vida tém
causado preocupacdes de saude publica, especialmente no que se refere a alteragdes
fisiologicas relacionadas ao periodo de menopausa e pds-menopausa.
Aproximadamente 40% das mulheres buscam formas de tratamento para minimizar os
sintomas induzidos pela menopausa, incluindo: dores de cabeca, transpiracdo noturna,
ressecamento vaginal e altera¢des no sono (NACHTIGALL, 1998). Um outro importante
aspecto na caracterizacdo da menopausa é o declinio dos hormonios ovarianos,
principalmente o estrogénio (MALTAIS; DESROCHES; DIONNE, 2009). Diversas
alteracoes fisiolégicas estdo associadas com essa queda hormonal, tais como o aumento
do risco de aterosclerose (SCHILLACI et al., 1998), Diabetes mellitus (ZOIS et al., 2009),
perda de massa muscular (sarcopenia) (ELLIOTT; SALE; CABLE, 2002), perda de massa
6ssea (KEMMLER et al., 2004), mudancas na composicdo corporal, perfil lipidico,
deposicdo de gordura (BROCHU et al.,, 2009; KEMMLER et al., 2004) e aumento de
marcadores inflamatoérios (PFEILSCHIFTER et al., 2002). De acordo com MUMUSOGLU &
YILDIZ, (2019), essas alteracGes causadas pela menopausa podem levar a um quadro de
sindrome metabdlica. A sindrome metabdlica é caracterizada pelo surgimento e
combinacdo de pelo menos 3 fatores de risco como a obesidade, dislipidemia,
hiperglicemia, hiperinsulinemia, resisténcia a insulina e hipertensao (CARR, 2003; ECKEL;

GRUNDY; ZIMMET, 2005).

A obesidade gerada ao longo do tempo pela redugao da produgao de estrogénio, pode
provocar um quadro de inflamacgao sistémica, comprometendo as fungdes mitocondriais
e, consequentemente, a termogénese, que desempenha um importante papel no gasto

energético para manter a temperatura corporal (PRASUN, 2020).

Atualmente, a terapia hormonal com estradiol esta disponivel para mulheres que sdao
afetadas pelos sintomas da menopausa. No entanto, esse tipo de tratamento pode ter
efeitos colaterais, como o risco aumentado para acidente vascular cerebral, ataque
cardiaco e cancer (ETTINGER et al., 2018; MARJORIBANKS et al., 2017, MATTAR et al.,
2008). Nesse contexto, estratégias alternativas ndo hormonais, vem sendo estudadas
com o objetivo de minimizar os efeitos deletérios no metabolismo durante a

menopausa/pds-menopausa. Algumas intervengdes por compostos naturais vém
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apresentando resultados promissores no metabolismo lipidico, modulacdo de
saciedade, efeito anti-adipogénico, termogénico e outros (LEE et al., 2016; MADAK-

ERDOGAN et al., 2016; TARDIVO et al., 2015)

Um composto natural bastante consumido principalmente na América do Sul é a llex
paraguariensis, ou erva Mate (MATE). Essa erva, utilizada para o preparo de ch3, além
de ser conhecida pelo seu efeito antioxidante (CHEMINET et al., 2021) e cardioprotetor
(CAHUE et al.,, 2017), é também um potente agente modulador do metabolismo
energético, influenciando tanto a oxidacao de glicose quanto de lipidios (RESENDE et al.,
2012; SILVA et al., 2011), provando ser um efetivo adjuvante na perda de peso,
modulando a adipogénese (DOS SANTOS et al., 2018). Os efeitos adaptdgenos da /lex
paraguariensis como agente antioxidante e modulador do metabolismo energético
estdo intimamente ligados com alguns de seus componentes, tanto os polifendis quanto

as saponinas e as metilxantinas (BURRIS et al., 2012).

Embora a literatura demonstre a melhora do metabolismo energético em ratos e
humanos tratados com a erva Mate, ndo ha na literatura dados disponiveis avaliando a
influéncia dessa erva sobre as alteraces sistémicas consequentes a menopausa, sendo
esse o objetivo principal da presente tese de doutorado. Este trabalho é fruto de uma
parceria entre o Programa de Pds Graduagcdao em Endocrinologia da Faculdade de
Medicina da UFRJ e da Escola de Educagao Fisica da UFRJ. A tese é composta por 1 artigo
publicado na revista “Molecular and Cellular Endocrinology” intitulado “Yerba Mate

consumption by ovariectomized rats alters white adipose tissue”.
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Revisdo de literatura

Menopausa

Clinicamente, a menopausa é diagnosticada quando a mulher deixa de menstruar por
pelo menos um ano devido a perda da atividade dos foliculos ovarianos, o que
geralmente ocorre entre os 45 — 55 anos de idade (LANDGREN et al.,, 2004). Esse
fendmeno ocorre ao longo de varios anos e ndo em um Unico momento. E precedido
por uma fase em que as mulheres experimentam ciclos menstruais irregulares,
denominado como transicdo da menopausa (perimenopausa), que envolve lidar com a

cessacdo da producdo de ovdcitos nos ovarios.

A reducdo da producdo de estrogénio e progesterona é a principal alteracdo fisioldgica
associada a menopausa. O estrogénio é o hormonio sexual feminino primario. Ele
determina as caracteristicas sexuais e afeta o desenvolvimento e funcionamento do
sistema reprodutor. O estradiol (E2) esta quase sempre presente no corpo de mulheres
em idade reprodutiva, enquanto o estriol (E3), produzido pela placenta, é abundante
principalmente durante a gravidez e desempenha um papel importante na manutengdo
da gravidez em estagio inicial (PATEL, 2017). Durante a vida fértil da mulher, o nivel
médio de estrogénio total é de 100 a 250 pg/mL. No entanto, a concentra¢do de E2 na
circulagdo pode diminuir para até 10 pg/mL apds a menopausa (CERVELLATI;
BERGAMINI, 2016). Essa reducao hormonal esta associada com diversas alteragdes
fisiolégicas como o risco aumentado para aterosclerose, diabetes mellitus, perda de
massa muscular (sarcopenia), perda de massa dssea (osteoporose), mudangas na
composicdo corporal, alteracao do perfil lipidico e marcadores inflamatérios (BROCHU
et al., 2009; ELLIOTT; SALE; CABLE, 2002; KEMMLER et al., 2004; MUMUSOGLU; YILDIZ,
2019).

Estudos epidémioldgicos como o de Gravena et al., (2013), mostraram que, no Parana
(Brasil), entre 456 mulheres avaliadas na pds menopausa, 72,6% apresentavam
sobrepeso e 63,6% apresentavam obesidade central. A maioria dos estudos sugerem

gue as mudancgas na composi¢cdo do corpo feminino coincidem com a menopausa. Isso
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ocorre porque a maior parte dos receptores de estrogénio encontram-se nas células
adiposas viscerais e subcutdneas, o qual exercem um papel fundamental no
metabolismo lipidico e auxiliam na beta oxida¢do de acidos graxos (LAFOREST et al.,
2019). Além disso, o estrogénio regula enzimas que influenciam na eficiéncia do gasto

energético, tais como PPARy, PGC-1a (MOREIRA-PAIS et al., 2020).

Influéncia do
estrogénio
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Figura 1 — Influéncia dos estrogénios no adipdcito. Area tracejada = via do estrogénio.

Imagem adaptada (MOREIRA-PAIS et al., 2020).

Um outro fator que contribui para o aumento da adiposidade em mulheres pds-

menopausa é a diminuicdo da taxa metabdlica basal que estd correlacionada com o
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declinio gradativo da massa muscular a partir desse periodo (KO; JUNG, 2021). O motivo
pelo qual ocorre a perda desse tecido ainda nao é totalmente elucidado na literatura.
SIPILA et al., (2015) sugerem que o estrogénio tem um efeito direto na funcdo
neuromuscular e preservacdo da massa magra devido a grande quantidade de seus
receptores (ERa e ERB) no musculo esquelético que regulam a via anabdlica IGF-
1/PI3K/AKT. SMITH et al., (2014) observaram que a administracdo de progesterona em
mulheres na menopausa e pds-menopausa foi associada a um aumento de 50% na taxa
de sintese proteica muscular, enquanto o tratamento com reposi¢cdo de estradiol ndo
afetou a taxa de sintese, sugerindo que o estrogénio pode nao influenciar de forma
significativa na producdo de novas proteinas contrateis. No entanto, ele observou que
esse hormonio pode ter um papel protetor na degradagao de proteinas musculares e

aumentar a sensibilidade a estimulos anabdlicos.
Erva Mate

llex Paraguariensis, mais conhecida como erva Mate (Fig.2), € uma planta origindria na
regido subtropical da américa do sul, incluindo Brasil, Argentina, Paraguai e Uruguai. O
extrato aquoso da e rva-Mate é preparado principalmente na forma de quatro bebidas

diferentes: chimarrdo, Mate cozido, tereré e cha Mate.

Figura 2 - Erva Mate triturada. Imagem retirada de
https://www.jardimdaservas.com.br/produtos/erva-Mate-natural-fina/
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A erva Mate tem sido relatada pela sua grande atividade bioldgica, a qual é atribuida a
sua rica composicdo de polifendis. Além dos polifendis, como flavonoides (quercetina e
rutina) e acidos fendlicos (acidos clorogénicos e caféicos), a erva-Mate também é rica
em cafeina e saponinas (GOSMANN et al.,, 2012; RESENDE et al., 2012) (Tabela 1).
Estudos mostram que o MATE possui excelentes propriedades farmacoldgicas para
promocdo da saude, como melhora do sistema antioxidante (LEONARD et al., 2010;
MATSUMOTO et al., 2009), protege contra danos induzidos ao DNA (MIRANDA et al.,
2008), melhora da tolerancia a glicose e resisténcia a insulina (ARCARI et al., 2011),
promove cardioprotecdo (CAHUE et al., 2017), possui efeitos termogénicos (CHOI et al.,
2017), propriedades quimiopreventivas (PUANGPRAPHANT et al., 2011) e ao que
parece, € um excelente composto natural na prevencdo da obesidade (GAMBERO;

RIBEIRO, 2015; VALENCA et al., 2022).

Tabela 1 - Composicdo quimica da erva Mate.

Compostos quimicos Composicao em % Efeitos conhecidos na satde
Cafeoil 10.000
Acido clorogénico 2.800 Antioxidante, antimicrobial, antidiabético, analgésico
Acido cafeico 0.023 Antioxidante
3,4-DCQ 0.855 Anticancer, antioxidante
3,5-DCQ 3.040 Anticancer, antioxidante
4,5-DCQ 2.890
Saponinas 5a10% Anticancer, Anti-inflamatério, antiparasitario
Xantinas
Cafeina 1a2% Anticarcinogénico, antiobesidade, antioxidante, diurético, estimulante, vasodilatador
Teobromina 0.320.9% Estimulante, diurético
Teofilina 0 a vestigio Estimulante, vasodilatador
Rutina 0.060 Antioxidante, inibidor de lipoxigenase, anticancer, anti-tumor, anti-Ulcera
Quercetina 0.0031 Anticdncer, anti-inflamatério, antimicrobial
Kaempferol 0.0012 Anti-inflamatorio, antimicrobial

Tabela adaptada do artigo de revisdo de DE MORAIS et al., (2009).

Muitos estudos foram publicados na ultima década sobre o MATE, mas dentre todos os
seus beneficios a salde, o que nos chamou a atencdo foi o seu efeito antiobesidade,
tema utilizado na presente tese de doutorado. Em 2001, foi realizado o primeiro estudo
para avaliar tal efeito. Os autores demonstraram que uma preparagao a base de ervas
contendo MATE atrasou significativamente o esvaziamento gdstrico, aumentando o
tempo de sensacdo de saciedade e induziu uma perda de peso significativa ao longo de

45 dias em pacientes com excesso de peso (ANDERSEN; FOGH, 2001). KANG et al., (2012)
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observaram que camundongos alimentados com dieta rica em gordura, apds 4 semanas
consumindo erva Mate, reduziram significativamente o peso corporal, adiposidade,
tamanho dos adipdcitos e liberacdo de leptina pelo tecido adiposo. Além disso, também
apresentaram reducdo significativa nos niveis séricos de triglicerideos e colesterol. Em
outro estudo, DE MORAIS et al., (2009), demostraram efeitos de hipocolesterolemia em
individuos dislipidémicos com o consumo da erva Mate. Os autores observaram que
apos 20 e 40 dias de tratamento, houve uma reducao significativa dos niveis circulantes
de lipoproteinas de baixa densidade (LDL-C), apolipoproteina B (apo B), relacdo LDL-
C/HDL-C e aumento de HDL-C.

Quando direcionamos o foco para o efeito do Mate no tecido adiposo, evidéncias
mostram efeitos expressivos na termogénese e na inibicdo da adipogénese. PANG;
CHOI; PARK, (2008) observaram o efeito termogénico dessa erva em ratos obesos por
meio do aumento de proteinas desacopladoras (UCP2 e UCP3), responsaveis por dissipar
energia em calor sem a producdo de ATP nas mitocondrias. Além disso, DOS SANTOS et
al., (2018) mostraram que o consumo de Mate em camundongos obesos promoveu
biogénese mitocondrial no musculo esquelético e no tecido adiposo marrom (BAT) por
meio da ativacdo das vias SIRT1 e PGCla, assim como aumentou o numero de
complexos na cadeia de transporte de elétrons. Somado a isso, eles também
observaram uma promog¢ao da termogénese por meio do aumento do conteudo de

UCP1 no BAT.
Tecido adiposo

O armazenamento de energia como lipidios € um mecanismo extremamente importante
para garantir a sobrevivéncia do ser humano. No organismo existem dois tipos principais
de tecido adiposo: branco (WAT) e marrom (BAT), assim chamados devido a sua
coloracdo (Fig. 3). Apesar dos dois armazenarem triglicerideos no interior de suas
células, elas possuem anatomia e fungdes bem diferentes. O WAT tem como func¢ao
principal armazenar e fornecer energia para os mais diversos processos fisioldgicos e
mecanicos do organismo. Além disso, ele também é considerado um tecido endécrino
devido a sua capacidade de liberar adipocinas que também participam da regulacao do

metabolismo do corpo (SCHERER, 2006).
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Figura 3 - Representacdo do tecido adiposo marrom e branco por microscépio. Imagem
adaptada do site https://obesidadebioquimicaunb.wordpress.com/2017/06/24/tecido-

adiposo-marrom/

Assim como o WAT, o BAT também secreta adipocinas, mas a sua principal funcdo é a
termoregulacdo, ou seja, ele utiliza os triglicerideos armazenados com intuito de
produzir calor e manter a temperatura corporal. Isso ocorre porque, diferentemente do
WAT, os adipdécitos marrons possuem uma alta capacidade oxidativa, contendo um
grande numero de mitocondrias e proteinas desacopladoras (UCP1) que, quando
ativada catalisa o vazamento de prétons (H+) através da membrana mitocondrial, o que
desacopla o complexo ATP sintase (Fig.4). A energia resultante derivada da oxida¢do do

substrato é dissipada na forma de calor (FEDORENKO; LISHKO; KIRICHOK, 2012).

O tecido adiposo marrom é formado ainda no estagio embriondrio, e seu estoque é
extremamente limitado em comparacdo ao tecido adiposo branco. Em contrapartida, o
WAT é distribuido por todo o corpo em varios depdsitos distintos (KUSMINSKI; BICKEL;
SCHERER, 2016). Esse tecido pode se expandir rapidamente com o excesso da ingestao
caldrica, aumentando o armazenamento lipidico no interior das células (hipertrofia) e
também pelo aumento do numero de adipdcitos (hiperplasia) (SUN; KUSMINSKI;

SCHERER, 2011). Essa expansao do WAT pode gerar um quadro de obesidade que esta
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associado com o desenvolvimento de disturbios metabdlicos, incluindo resisténcia a

insulina, dislipidemia, esteatose hepdtica e diabetes tipo 2 (KOPELMAN, 2000).

Gradiente de prétons

e uce
Matriz mitocondrial ' gotr ansporte ATP ADP+ Py /
Cove eletrons W
[
Acoplamento: Gradiente de Desacoplamento:
protons (H+) dissipado pela Gradiente de protons (H+)
ATP sintase dissipado pela UCP

Figura 4 - Representacdo do acoplamento e desacoplamento mitocondrial. Imagem
adaptada do site (http://mundodabioquimica.blogspot.com/2014/06/proteinas-

desacopladoras.html)

Ha cerca de uma década, estudos mostraram um novo tipo de células adiposas,
conhecidas como “adipdcitos bege”. Esses adipdcitos estdo localizados no tecido
adiposo branco mas possuem caracteristicas semelhantes aos adipdcitos marrons, como
maior expressao de proteinas UCP1, maior quantidade de mitocondrias, altos niveis de
B-oxidagao de acidos graxos e, assim como o BAT, os adipdcitos beges tém a capacidade
de converter energia em calor. Entretanto, apesar do maior conteddo de mitocéndrias
guando comparado com o WAT, o tecido adiposo bege tem menor capacidade

termogénica do que o BAT (WU; COHEN; SPIEGELMAN, 2013).

O surgimento de adipdcitos beges se da a partir das células precursoras do WAT ou da
transdiferenciacdao de adipdécitos brancos ja maduros. O que ird determinar a
diferenciacdo em adipdcitos beges sdao os fatores externos, como por exemplo a
exposicdo prolongada a ambientes frios (HARMS; SEALE, 2013). O processo de
escurecimento do tecido adiposo branco é conhecido como “browning”. E Importante
enfatizar que os adipdcitos bege podem regressar para adipdcitos brancos caso o

estimulo externo seja cessado (HARMS et al., 2014).
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Assim como o frio, outros fatores podem induzir o processo de “browning”, sendo eles
a pratica de atividade fisica (ALDISS et al., 2018), ingestdo de agentes farmacoldgicos
(MERLIN et al., 2016) e o consumo de compostos naturais (BASKARAN et al., 2016). Esses
fatores ativam diferentes vias de sinalizacdo no interior das células para aumentar a
ativacdo de BAT e o escurecimento de WAT. Uma das vias cldssicas é a estimulacdo dos
receptores B-adrenérgicos a partir da noradrenalina liberada com a exposicao ao frio
(SCHENA; CAPLAN, 2019). Outra via que contribui muito para a termogénese e que foi
objeto de estudo dessa tese, é a via das sirtuinas (mais especificamente Sirt1). Essa
proteina pode ser ativada por compostos dietéticos, restricio caldrica ou exercicio
fisico, promovendo biogénese mitocondrial e melhorando sua funcionalidade (CANTO
et al., 2009; MILNE et al., 2007). A Sirt1 também promove o processo de “browning” por
meio da desacetilacdo da proteina PPARy (Fig. 5), que ird gerar uma cascata de ativacao
das proteinas downstream gerando a diferenciacdo dos adipdcitos marrom/bege

(QIANG et al., 2012).

Pré adipoécito bege

SIRT1M

<>
PGC-1a wmmp PPARy P PDRM16 l

\

@ o &  PORM16 % ‘323‘
—
.8 @

Adipécito branco Adipdcito bege

Figura 5 — Representacgdo do processo de “Browning” pela via SIRT1. Imagem adaptada

KURYtOWICZ; PUZIANOWSKA-KUZNICKA (2020).
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Justificativa

A reducdo da producdo de estrogénio, como por exemplo na menopausa, pode ser uma
fase bem dificil para a mulher, principalmente no que diz respeito a desregulacdo do
metabolismo e a modificacdo da composicdo corporal, podendo levar a obesidade e, por
consequéncia, as doencas associadas a esse quadro. Hoje em dia, o tratamento mais
comum para esse quadro é com a reposicao hormonal. Apesar desse tratamento ser
eficiente em relacdo aos problemas metabdlicos, muitas mulheres ndo o realizam
devido aos seus possiveis efeitos colaterais (ex.: cancer). Nesse contexto, se faz
necessario a busca de tratamentos alternativos e naturais visando melhorar a vida
dessas mulheres diante dessa reducdo hormonal. A erva Mate, como dito
anteriormente, é um potente modulador do metabolismo energético e, embora a
literatura evidencie um efeito anti-obesigénico em ratos e humanos tratados com essa
erva, existem poucos dados disponiveis que avaliam a influéncia dessa erva nas

alteragdes sistémicas decorrentes da menopausa, especificamente no tecido adiposo.

22



Objetivo
Geral:

Avaliar os efeitos da Erva Mate no metabolismo energético de ratas ovariectomizadas.
Especifico:
Verificar se o Mate modula a morfologia do tecido adiposo branco;

Determinar se essa erva aumenta a termogénese a partir do processo de “browning” do

tecido adiposo branco;
Avaliar o efeito do consumo de Mate a nivel sistémico no perfil lipidico e glicidico;

Verificar se o Mate reduz o ganho de peso corporal em ratas ovariectomizadas.
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Métodos:
Animais:

Ratas Wistar, fémeas (N = 28), com 4 semanas de idade, pesando entre 200g a 250g,
foram mantidas em condi¢cGes controladas de temperatura (24 + 1°C) com ciclo
invertido de claro-escuro a cada 12 horas no biotério de experimentacdao animal do
Laboratério de Biologia do Exercicio da EEFD-UFRJ. Os animais permaneceram em
gaiolas coletivas, com no maximo 4 animais/gaiola, com livre acesso a agua e racdo
padrdo para animais de laboratdrio fornecida pela BIOBASE — ALIMENTOS PARA
ANIMAIS SC/ BRASIL.

Ovariectomia:

A ovariectomia bilateral foi realizada em ratas fémeas anestesiadas com cetamina (0,5
mL/kg) e xilazina (0, 125 mL/kg) através de injecdo intraperitoneal (ip). As ratas foram
submetidas a uma incisdo para abrir a cavidade peritoneal, em seguida os tubulos
uterinos foram expostos e os ovarios removidos. Apds este procedimento a cavidade
peritoneal foi suturada e limpa. Os animais do grupo sham foram submetidos a uma
cirurgia simulada, sendo realizada uma incisdo e exposicao dos tubulos uterinos sem a
remog¢ao dos ovarios. Em seguida, os animais foram deixados em recuperagao por 15
dias antes do inicio dos experimentos. Todos os animais receberam analgesia com

Dipirona (200 mg/kg) por 7 dias.
Desenho experimental

Os animais foram divididos em 4 grupos (fig. 6), cirurgia simulada (sham, n=6), cirurgia
simulada com tratamento com Mate (sham + Mate, n=6), ratas ovariectomizadas (OVX,
n=8) e ratas ovariectomizadas tratadas com Mate (OVX + Mate, n=8). A cirurgia de
ovariectomia foi realizada quando os animais alcancassem o peso entre 200g a 250g.
Ap0ds o periodo de recuperacdo (15 dias), o tratamento com llex paraguarienses (MATE)
foi iniciado pelo método de gavagem. Foi utilizado o Mate comercial em pé soluvel
liofilizado (Matte Ledo solivel) com a dosagem de 1 g/Kg do peso corporal de MATE
diluido em agua 1 mL de agua nos grupos Sham + Mate e OVX + Mate. Essa dosagem foi

baseada na sugestdo de outros autores (DOS SANTOS et al., 2018; ROCHA et al., 2021).
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Os grupos Sham e OVX foram gavados apenas com 1 mL de agua. O tratamento foi
realizado 5 vezes por semana durante 8 semanas, no horario de 10:30 as 11:30 AM. O
peso corporal dos animais foi acompanhado ao longo de todas as semanas até o final do
periodo experimental, e o consumo alimentar foi avaliado por 24 horas, em gaiolas
individuais, na oitava semana do experimento. Apds a eutandsia, realizada por
guilhotina, o tecido adiposo visceral (retoroperitonial), figado e Utero foram coletados e
pesados. Além dos tecidos, 5 mL de sangue foi coletado em tubo heparinizado,
centrifugado (1.800g x 15 min, 4 2C) e o plasma foi aliquotado e armazenado em freezer

-80 2C para analises posteriores.

Inicio/ Intervengdo Mate Eutandsi
i i utanasia
Clrurlgla I 8 semanas |
g | 2 Sema”a{de | » Gavagem de 1 g/kg do peso corporal, diluido em 1 mL |
A ds recuperagdo de 4gua (Sham + Mate; OVX + Mate), 5 vezes na
; o semana.
» Pesagem 1vez na semana

4 Grupos:

Sham (cirurgia simulada) » Testede tolerdncia a glicose (oitava semana)

Sham Mate . » Ingestaalimentar (oitava semana)

OVX (ovariectomia)

OVX Mate » Sangue, WAT, figado e utero foram coletados.

Figura 6 — Desenho experimental.
Quantificacao do tecido adiposo branco visceral:

O tecido adiposo branco foi quantificado por seu peso em gramas por meio da pesagem
da gordura retroperitonial retirada pela mesma pessoa em todos os animais no dia da

eutanasia.
Perfil lipidico

Para a andlise do perfil lipidico, as concentracdes séricas de colesterol total (CT),
triglicerideos (TG) e lipoproteina de alta densidade (HDL) foram analisadas por Kit

comercial Bioclin®, seguindo o protocolo do fabricante.
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Teste de tolerancia a glicose

O teste de tolerancia a glicose foi realizado na oitava semana de tratamento. Os animais
fizeram jejum de 12 horas e em seguida receberam uma injecao intraperitoneal de
glicose, 1,5g/kg peso diluido em salina (NaCl 0,9%). Foram coletadas amostras nos

tempos 0,30, 60, 90 e 120 minutos apods a injecao de glicose
Quantificacdo hormonal

As concentracoes séricas de insulina e adiponectina foram dosadas por meio de kit ELISA

fornecido pela empresa FineTest.
Histologia

O tecido adiposo branco foi fixado em composto O.C.T da Tissue-Tek. Em seguida, o
tecido foi cortado no micrétomo Rotatory Microtome CUT 5062 (Slee Medical GMBH,
Alemanha) em cortes escalonados a 5um de espessura, para posterior coloragcdo com
hematoxilina e eosina e analises por imunohistoquimica. Foram capturadas 15 imagens
digitais de campos aleatérios do tecido adiposo branco em uma cdmera de alta
resolucdo Olympus DP72 (Olympus Corporation, Japdo) acoplada ao microscopio

Olympus BX53 (Olympus Corporation, Japao).
Técnica de H&E

Para clarificagdo do tecido, as laminas foram submetidas a 3 banhos sucessivos de xilol,
seguido de banhos com concentragdes decrescentes de dlcool etilico (100%, 90% e 70%).
Em seguida, os cortes foram corados com hematoxilina (VETEC 630), lavadas em agua
corrente. Posteriormente, as laminas foram mergulhadas em eosina (Sigma E4382) e
lavadas em agua destilada. A hematoxilina e eosina coram o nucleo da célula com a cor
azul arroxeado e o citoplasma celular e a matriz extracelular em tons avermelhados a
réoseos. Em seguida as amostras foram submetidas a banhos com concentracdes
crescentes de alcool etilico (70%, 90% e 100%) e 3 banhos consecutivos de xilol. No
momento seguinte, as laminas foram montadas com Entellan (Merck Millipore,

Alemanha).

Quantificacdo da area dos adipdcitos:
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Para essa andlise, foram analisadas oito imagens de diferentes campos para cada animal,
em um total de quatro animais por grupo experimental. Em cada campo analisamos
cinco adipdcitos, nos quais medimos o menor e o maior didmetro para calcular a area
dos adipdcitos conforme descrito por Osman (2013). Para cada adipécito, o didametro foi

calculado como a média aritmética do menor e do maior didmetro.
Imunohistoquimica

Para analise imunohistoquimica das amostras, utilizamos a técnica da avidina-biotina-
peroxidase (HSU; RAINE; FANGER, 1981). As laminas foram imersas em banhos
decrescentes com 4lcool etilico 100%, 90% e 70%. O bloqueio da peroxidase enddgena
foi realizado com peréxido de hidrogénio 3% por 30 minutos. Para a recuperagao
antigénica, as laminas foram submersas em tampdo de Tris-EDTA pH 9.0. Apds esse
processo, as laminas foram colocadas em tampao citrato de sddio pH 6,0. Os cortes
foram lavados com 2 banhos de PBS-T por 5 minutos cada e incubadas com
PBS/albumina sérica bovina a 3% por 1 hora para que ocorresse o bloqueio de sitios
inespecificos. Em seguida, foi feita a incubacdo overnight a 4°C dos tecidos com o
anticorpo primario especifico UCP1 (1:500 Sigma U6382). No dia seguinte, foi realizada
a incubacdo com anticorpo secunddrio, conjugado com biotina (SPD-060 - Spring
Bioscience, EUA) e posteriormente com estreptavidina (SPD-060 - Spring Bioscience,
EUA). Apds a lavagem com PBS-T, foi aplicado diamino benzidina (DAB) (SPD-060 - Spring
Bioscience, EUA) em cada corte. A reagdo foi interrompida com agua destilada. O
Material foi contra-corado com hematoxilina e as amostras foram desidratadas,

diafanizadas e montadas com Entellan (Merck Millipore, Alemanha).
Analise qualitativa de UCP1

A UCP-1 é expressa exclusivamente em BAT em roedores e em recém-nascidos, onde é
regulada por noradrenalina e hormoénios da tireoide. Desta forma, foi realizada uma
analise qualitativa da preseng¢a ou ndo de marcag¢ao UCP1 no tecido adiposo branco.
Onde O=ausente, 1=pouca marca¢ao, 2=marcac¢do intermedidria, 3=muita marcagao,

como descrito por ZIMMERMANN et al., (2014).
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Western blot

O conteudo de situina foi avaliado no tecido adiposo retroperitoneal. O conteldo de
proteina ciclofilina foi usado como controle de carregamento. As amostras de RET foram
homogeneizadas em tampao de lise (50 mM Tris, pH 7.4, 150 mM NacCl, 1% Triton 100X,
0,1% SD, 5 mM EDTA, 50 mM NaF, 30 mM pirofosfato de sédio, 1 mM ortovanadato de
sodio), contendo um coquetel inibidor de protease (Roche®). Apés a centrifugacao
(1.500xg, 10 min at 4 C), o conteudo total de proteina do sobrenadante foi quantificado
usando um Kit de Ensaio de Proteina PierceTM BCA (Thermo Scientific, Rockford, EUA).
As amostras foram desnaturadas (50 mM Tris-HCI, pH 6,8, 1% SDS, 5% 2-
mercaptoetanol, 10% glicerol, 0,001% azul de bromofenol) e em seguida foram
aquecidas a 95°C por 5 min. Para anadlise das proteinas, as amostras foram aplicadas em
um gel de poliacrilamida a 12% (SDS-PAGE), e transferidas para membranas de
difluoreto de polivinilideno (Hybond-P 0,45 um PVDF; Amersham Biosciences, BKM,
Inglaterra). As membranas foram incubadas com TBST (solu¢do salina tamponada com
tris e polissorbato 20, pH 7,6) contendo 5% de leite em p6 desnatado por 90 minutos
para bloquear sitios de ligacdo ndo especificos. Em seguida, as membranas foram
incubadas durante a noite a 4°C com anticorpos primarios especificos (Sigma-Aldrich
MO, EUA (1:500). As membranas foram lavadas 5X, por 5 min com TBST e incubadas
com anticorpos secundarios especificos marcados com peroxidase (Invitrogen CA, EUA
- Anti-rabbit, (1:10000) por 2 horas em temperatura ambiente. Todas as membranas
foram lavadas novamente (5x, 5min) e incubadas com um reagente de detec¢do de
lumindgeno (reagente Amersham ECL Prime Western Blotting Detection; Amersham
Bioscience. O sinal quimioluminescente foi detectado pelo equipamento ImageQuant
LAS 4000 (GE Healthcare Life Sciences) seguido por andlises densitométricas. Foi
utilizado amostras de 5 a 7 animais de diferentes ninhadas por grupo experimental. Os

dados sdo expressos como uma porcentagem do grupo controle (definido como 100%).

Analise Estatistica

Os dados foram apresentados como média + desvio padrao (DP). Para andlise dos dados,
foi feito o teste de normalidade da amostra e, em seguida, o teste de Anova-Two Way

com o pos teste de Tukey para multiplas comparacdes. Foi adotado como valores
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significativos p<0,05. Todas as analises estatisticas foram realizadas utilizando o

programa Prism 8.0 (Graph Software, Inc., USA).
Comité de ética
Este projeto teve aprovacdo do Comité de Etica para uso de animais (CEUA) em

Experimentacdo Cientifica do CCS-UFRJ sob o nimero: 109/17 (anexo 1).
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ARTICLEINFO ABSTRACT

Handling Editor: Carolyn M. Klinge Introduction: Menopause and post-menopause are characterized by low levels of estrogen that can be associated

with the emergence of metabolic diseases. While hormone replacement therapy can alleviate many symptoms, it

Keywords: can also exacerbate other diseases such as breast cancer. In the search for natural alternatives, Ilex paraguariensis
flex paraguariensis (Yerba Mate) has been identified as a potential therapy for the onset of obesity. Here, the effect of MATE con-
sumption on white adipose tissue (WAT) was studied in ovariectomized rats, an animal model for post-
menopause hormone loss.

Methods: Four groups of animals were used: ovariectomy with MATE (OVX MATE) and without MATE (OVX), as
well as sham surgery with MATE (Sham MATE) and without MATE (Sham). MATE was provided by gavage at 1
g/kg of body weight for eight weeks before measuring biochemical parameters in plasma and characterizing
WAT morphology.

Results: The consumption of Yerba MATE significantly decreased weight gain in ovariectomized rats and pre-

Ovariectomy
Adipose tissue
Thermogenesis

sented near control levels of triglycerides, total cholesterol, and LDL. A morphometric analysis of WAT showed a
significant decrease in the area occupied by adipocytes in the group that consumed MATE. Finally, MATE
consumption increased the UCP1 content in the WAT of the ovariectomized group. Yerba MATE treatment was
also associated with higher levels of SIRT1 protein.

Conclusion: MATE consumption has a preventive effect on the weight gain observed in ovariectomized rats and
potential benefits in naturally avoiding the onset of obesity post menopause.

1. Introduction

The increase in life expectancy has led to a larger proportion of
elderly women and a greater public health concern regarding the
physiological changes related to the menopause and post-menopause.
Nearly 40% of women seek treatment to minimize menopause-induced
symptoms that include headaches, night sweats, vaginal dryness, and
sleep disturbances (Nachtigall, 1998). An important clinical feature of
menopause is the decline in ovarian produced hormones such as estro-
gen (Maltais et al., 2009), which is associated with several physiological
changes such as increased risk of atherosclerosis (Schillaci et al., 1998),

diabetes mellitus (Zois et al., 2009), bone loss (Kemmler et al., 2004),
muscle loss (sarcopenia; 6), changes in body composition, altered lipid
profiles, fat deposition (Kemmler et al., 2004; Brochu et al., 2009), and
elevated inflammatory markers (Pfeilschifter et al., 2002). Together, the
menopause caused alterations can lead to a metabolic syndrome char-
acterized by the emergence and combination of at least 3 risk factors
such as obesity, dyslipidemia, hyperglycemia, hyperinsulinemia, insulin
resistance and hypertension (Carr, 2003; Eckel et al., 2005; Prasun,
2020).

Obesity induced by a reduction of estrogen production can cause
systemic inflammation that can compromise mitochondrial functions
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and, consequently, reduce thermogenesis, which plays an important role
in energy expenditure to maintain body temperature (Yoneshiro et al.,
2011 Alberdi etal., 2013) and is mainly regulated by the sirtuin (SIRT1)
pathway (Alberdi et al., 2013). Thermogenesis is believed to be
dependent mainly on the activation of uncoupling proteins (UCPs), more
specifically UCP1, located in the inner membrane of the mitochondria of
brown adipose tissue (BAT). The activity of UCP1 uncouples the proton
gradient (H+) used for the synthesis of adenosine triphosphate to
generate a heat bioproduet (Tabuchi and Sul, 2021). Among the family
of uncoupling proteins, UCP2 and UCP3 isoforms are also located in
BAT, at lower levels, as well as in lung and muscle tissue although they
do not appear to play an effective role in thermogenesis (Pohl et al.,
2019). White adipose tissue (WAT) normally functions in whole-body
metabolism and not thermoregulation (Heinonen et al., 2020). How-
ever, when the body is subjected to extreme situations (e.g., cold
exposure), some WAT cells may undergo a process known as “brown-
ing”, which makes WAT cells phenotypically more like classic adipo-
cytes in BAT with a higher of mitochondria and UCP1 (Bartelt and
Heeren, 2014),

Currently, estrogen treatment is available for women who have
menopause induced symptoms. However, known collateral effects of
estrogen therapy include an increased risk for stroke, heart attack, blood
clots and cancer (Marjoribanks et al., 2017; Ettinger et al., 2018; Mattar
et al., 2008). To develop alternative, non-hormonal strategies to mini-
mize deleterious metabolic effects, the scientific community has focused
on the use of natural products that show promise to regulate lipid
metabolism, satiety, adipogenesis and thermogenic effects (Lee et al.,
2016; Madak-Frdogan et al., 2016; Tardivo et al., 2015), which may be
repurposed for use in patients with metabolic syndromes caused by
menopause. Recent interest has been emerging in an herb widely
consumed mainly in South America, Ilex paraguariensis or yerba MATE
(MATE) due to its known antioxidant (Matsumoto et al., 2009; Leonard
et al., 2010) and cardioprotection effect (Cahue et al., 2017). In addi-
tion, it is a potent modulating agent of energy metabolism that in-
fluences both glucose and lipid oxidation (Resende et al., 2012; Silva
et al., 2011), which may explain its impact on adipogenesis and effec-
tiveness as an effective adjuvant in weight loss (Gambero and Ribeiro,
2015). The adaptogenic effects of Ilex paraguariensis as an antioxidant
agent and modulator of energy metabolism are closely linked to some of
its components, namely, polyphenols, saponins and methylxanthines
(Resende et al., 2012; Gosmann et al., 2012).

Although the literature demonstrates the improvement of energy
metabolism in rats and humans treated with yerba MATE, there are few
data available that evaluate the influence of this herb on the systemic
changes resulting from menopause, specifically on adipose tissue, which
is the main objective of this study. Here, we tested the effects of yerba
MATE consumption in ovariectomized rats, a known model for estrogen
depletion (Idris, 2012), and a significant reduction in weight gain was
observed. Further analysis of the white adipose tissue showed that
ingestion of MATE prevented adipogenesis as well as induced the
browning process and the potential for thermogenesis.

2. Methods
2.1. Animals

Female Wistar rats (N = 28, 4 weeks old), were kept at a controlled
temperature condition (24 £ 1 °C) under an inverted light-dark cycle of
12 h h with access to food and water ad libitum. Standard chow for
laboratory animals was obtained from BIOBASE (SC, Brazil). Animals
were housed in collective cages with a maximum of 4 animals/cage in
the animal experimentation facility of the Exercise Biology Laboratory
at Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ). Animal use for
experimentation was approved by the Ethics Committee for the use of
animals (CEUA) in Scientific Experimentation of the Centro de Ciéncias
da Satde (CCS-UFRJ) (Number: 109/17).
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2.2. Ovariectomy

A bilateral ovariectomy was performed on female rats (200-250 g)
anesthetized with ketamine (0.5 mL/kg) and xyvlazine (0.125 mL/kg) by
intraperitoneal injection. The peritoneal cavity was accessed by a single
incision to expose the uterine tubules. After removal of the ovaries, the
peritoneal cavity was sutured and cleaned. The animals in the sham
group underwent a simulated surgery, with an incision and exposure of
the uterine tubules without removing the ovaries. All animals received
the analgesia Dipyrone (200 mg/kg) for 7 days. Experimentation started
after a total of 15 days of recovery.

2.3. Experimental design

Animals were assigned into 4 groups: simulated surgery (sham, n =
6), simulated surgery with MATE (sham + MATE, n = 6), ovariecto-
mized rats (OVX, n = 8) and ovariectomized rats with MATE (OVX +
MATE, n = 8). MATE consisted of a commercial, lyophilized soluble
powder (MATE Leao soluble). Each animal received 1 ml of Yerba mate
(1 g/kg of animal body weight) diluted into water based on the dosage
suggested by other studies (dos Santos et al., 2018; Rocha et al., 2021).
After the recovery period, MATE was introduced by oral gavage 5 times
per week for 8 weeks. Body weight was measured once a week. Food
consumption was evaluated for 24 h in the eighth week of the experi-
ment. After euthanasia, retroperitoneal white adipose tissue (rWAT),
uterus, liver and BAT were collected. iWAT was weighed and fixed in 4%
paraformaldehyde. A 5 mL sample of blood was collected in a hepa-
rinized tube, centrifuged (1,800xg, 15 min, 4 °C) and the plasma was
aliquoted and stored at —80 °C for further analysis.

2.4. Quantification of white adipose tissue

Retroperitoneal white adipose tissue was quantified by its value in
grams. Tissue collection from all animals was performed by the same
person on the day of euthanasia.

2.5. Lipid profile

Serum concentrations of total cholesterol (TC), triglycerides (TG)
and high-density lipoprotein (HDL) were performed using a commercial
kit (Bioelin, MG, Brazil) following manufacturer protocols.

2.6. Hormonal quantification

Serum concentrations of insulin and adiponectin were measured
using an ELISA kit (FineTest, Wuhan, China).

2.7. Tissue sectioning

White adipose tissues were fixed in 4% paraformaldehyde (PFA) and
subjected to histological processing with increasing series of 70% and
90% ethyl alcohol (Isofar, Brazil) for 40 min and 2 baths of 100% for 1 h
each, afterwards, the clarification step took place with 3 baths of xylene
(Isofar, Brazil) for 20 min each, being submitted to 2 baths of paraffin for
50 min each. At the end of the last bath, the samples were included in the
Leica EG1150 H inclusion center (Leica Biosystems, USA). Finally, the
tissues were cut on a Rotatory Microtome CUT 5062 microtome (Slee
Medical GMBH, Germany) in staggered 5 pm thick slices, for subsequent
staining with  hematoxylin and eosin and analysis by
immunohistochemistry.

2.7.1. H&E staining

Tissue was clarified in 3 successive baths of xylene followed by baths
with decreasing concentrations of ethyl alcohol (100%, 90% and 70%).
Slices were stained with hematoxylin (VETEC 630) and eosin (Sigma
E4382) to mark the cell nucleus purplish-blue color and red to pink for
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the cell cytoplasm and extracellular matrix. After washes in distilled
water, the slices were subjected to baths with increasing concentrations
of ethyl alcohol (70%, 90% and 100%) and 3 consecutive baths of
xylene. Next, the slides were mounted with Entellan (Merck Millipore,
Germany). Microscope images were captured on a high-resolution
camera Olympus DP72 (Olympus Corporation, Japan) attached to the
Olympus BX53 microscope (Olympus Corporation, Japan). The area of
adipocytes was analyzed in eight images of different fields for sections
from each animal (n = 4/group). Five adipocytes were measured for the
smallest and largest diameter to calculate the area of adipocytes as
previously described (Osman et al., 2013). For each adipocyte, the
diameter was calculated as the arithmetic mean of the smallest and
largest diameter.

2.8, Immunohistochemistry

A previously described avidin-biotin-peroxidase technique was used
for an immunohistochemical analysis of the samples (Berti et al., 1983),
Slides were immersed in decreasing baths with 100%, 90% and 70%
ethyl alcohol before blocking endogenous peroxidase with a 30 min
incubation in 3% hydrogen. Antigen was retrieved by submersion in
Tris-EDTA (pH 9.0) buffer followed by sodium citrate buffer (pH 6.0).
The sections were washed 2 times for 5 min in PBS-T and blocked in PBS
with 3% bovine serum albumin for 1h. Next, tissues were incubated
overnight at 4 °C with the specific primary antibody UCP1 (1:500, Sigma
U6382), washed 3 times for 5 min in PBS-T, incubated with secondary
antibody conjugated with biotin (SPD-060 — Spring Bioscience, USA),
washed 3 times for 5 min in PBS-T, and incubated with streptavidin
(SPD-060 - Spring Bioscience, USA). After washing with PBS-T, antibody
was revealed by the enzymatic reaction with the substrate diamino
benzidine (DAB) (SPD-060 - Spring Bioscience, USA). Reactions were
stopped with distilled water and tissues were counterstained with he-
matoxylin before dehydration, diaphanization and mounting with
Entellan (Merck Millipore, Germany). A qualitative analysis for the
presence or absence of UCP1 labeling in white adipose tissue was per-
formed on a scale of 0—4 with 0 = no labeling

O

1 = low labeling, 2 =
intermediate labeling

feE]

3 = high labeling.
2.9, Western blot

The sirtuin 1 (SIRT1) protein content was evaluated in retroperito-
neal white adipose tissue by western blotting. Cyclophilin content was
used as loading control. The rWAT samples were homogenized in lysis
buffer (50 mM Tris, pH 7.4, 150 mM NaCl, 1% Triton 100X, 0.1% SDS, 5
mM EDTA, 50 mM NaF, 30 mM sodium pyrophosphate, 1 mM sodium
orthovanadate) containing a protease inhibitor cocktail (cOmplete,
Roche®). After a centrifugation (1.500xg, 10 min at 4 °C), the super-
natant was removed and its total protein content quantified using the
PierceTM BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific, Rockford, USA).
Samples were prepared into loading buffer (50 mM Tris-HCI, pH 6.8, 1%
SDS, 5% 2-mercaptoethanol, 10% glycerol, 0.001% bromophenol blue)
and heated at 95 °C for 5 min. Protein content was separated by SDS-
PAGE (12%) and transferred onto polyvinylidene difluoride mem-
branes (Hvbond-P 0.45 pm PVDF; Amersham Biosciences, BKM, En-
gland). Membranes were blocked with T-TBS containing 5% nonfat dry
milk for 90 min before an overnight incubation at 4 °C with specific
primary antibodies (SIRT1: Sigma-Aldrich MO, USA, 1:500; Cyclophilin:
Applied Biosystems™, Thermo Fisher Scientific MA, USA, 1:5000).
Membranes were washed and incubated with peroxidase labeled specific
secondary antibodies (Invitrogen CA, USA - Anti-rabbit, 1:10000) for 2h
at room temperature. All membranes were washed again and incubated
with a luminogen detection reagent (Amersham ECL Prime Western
Blotting Detection reagent; Amersham Bioscience). Chemiluminescence
was imaged by ImageQuant LAS 4000 equipment (GE Healthcare Life
Sciences) by densitometric analyses. Samples of 5-7 animals from
different litters per experimental group was used. Data are expressed as
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a percentage of the control group (set at 100%).
2.10. Sratistical analysis

Data are presented as mean + standard deviation (SD). For data
analysis, the sample normality test was performed, followed by the
Anova-Two Way test with post-hoc Tukey’s Multiple Comparison test.
Significance was considered with a p < 0.05. All statistical analyzes were
performed using the Prism 8.0 program (Graph Software, Inc., USA).

3. Results
3.1. Yerba MATE reduced weight gain induced by ovariectomy

The OVX group showed a significant increase in body weight gain in
relation to all experimental groups (P < 0.0001) (Fig. 1A). The combi-
nation of ovariectomy with MATE treatment significantly reduced the
body weight gain compared to the untreated OVX (P < 0.02) (Fig. 1A).
The same result can be observed in Fig. 1B, which shows the Area Under
the Curve (AUC) of Fig. 1A. The weight of white adipose tissue (Fig. 1C)
and liver (Fig. 1D) showed no difference between the Sham, Sham MATE
and OVX MATE groups. However, the OVX group showed a significant
increase in these parameters compared to the sham groups (P < 0.001)
and a tendency (P = 0.07) to increase when compared to the OVX MATE.
The weight of brown adipose tissue displayed no statistical difference
between the groups (Fig. 1E). Food intake was also analyzed (Fig. 1F),
but there was no statistical difference between the groups. To evaluate
the effectiveness of the ovariectomy surgery, each uterus was weighed
after euthanasia and Fig. 1G shows that the ovariectomized rats had an
atrophied uterus (P < 0.001) in relation to the rats that had their ovaries
intact (Sham groups).

3.2. Limited effects of yerba MATE on plasma markers

When analyzing the plasma obtained from the experimental groups
(Fig. 2), we did not observe a statistical difference in the concentrations
of triglycerides (Fig. 2A). A tendency (P = 0.08) of increase in OVX in
relation to OVX MATE was seen. In total cholesterol values (Fig. 2B), we
did not observe differences between the Sham, Sham MATE and OVX
MATE groups. In contrast, the total cholesterol values measured in the
OVX group were significantly higher compared to the sham groups (P <
0.05). No statistical difference was observed in the concentrations of
HDL (Fig. 2C), LDL (Fig. 2D) and insulin (Fig. 2E). Glucose tolerance test
was not different between the groups analyzed (Fig. 2G; Fig. 2H).
However, when analyzing the concentrations of adiponectin (Fig. 2F), a
significant increase was observed in the OVX group when compared to
the sham group (P < 0.05).

3.3. Beneficial effects of yerba MATE on white adipose tissue

Adipose cells of OVX group showed a greater hypertrophy in com-
parison to the other experimental groups (P < 0.01; Fig. 3E). OVX group
showed a significant reduction in the number of cells in the image
compared to OVX-MATE, Sham-MATE and Sham (P < 0.0001) (Fig. 3F).
Interesting, OVX-MATE shows a significant increase in the hyperplasia
of r'WAT cells compared to the control Sham and OVX (P < 0.05and P <
0.0001, respectively) (Fig. 3F). In view of these data, we considered if
the browning process could be taking place. For this, we evaluated the
UCP1 protein in the WAT (Fig. 4). The OVX-MATE group had a signif-
icant increase in UCP-1 labeling compared to the other experimental
groups (P < 0.05) (Fig. 4E).

To assess mitochondrial biogenesis, the SIRT-1 content was analyzed
in white adipose tissue (Fig. 5). Sham-MATE and OVX-MATE had a
tendency (P = 0.063; P = 0.069, respectively) to increase the content of
this protein in relation to their controls. In addition, the two-way
ANOVA showed a significant increase (P = 0.025) for the treatment

32



V.M.M. Andrade et al.

Molecular and Cellular Endocrinology 564 (2023) 111881

Fig. 1. — Body and organ weight along with feeding
habits of control and ovariectomized rats submitted
to treatment with Jlex paraguariensis (verba MATE).
(A) Graphical representation of the weekly weight
change. (*) indicates significant difference between
OVX vs Sham and Sham MATE; (#) indicates signif-
icant difference between OVX vs OVX MATE; (&)
indicates significant difference between OVX MATE
vs Sham and Sham MATE. (B) Area under the curve of
the weight gain represented in figure A. Final organ
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4. Discussion

A previous study in male animals noted a reduction in weight gain
that was associated with MATE ingestion (Silva et al., 2011). Here, we
have extended this observation to ovariectomized rats, a model system
for post menopause. The data shows that treatment with MATE reduced
body weight gain as early as the third week of treatment. As the
reduction in weight gain may be associated with less fat accumulation in
WAT, rWAT was quantified and showed a significant reduction in OVX
rats treated with MATE when compared to control animals. Yerba mate
has been shown to reduce weight gain and body fat in studies that
induced obesity by a high-calorie diet in male rats (Valenca et al., 2022;
Rocha et al., 2018; Choi et al., 2017; Gan et al., 2018). However, only
the study by Rocha et al. (2021) showed such effects in female animals
with reduced female hormone levels (e.g., post menopause), which
support the results found in our study. In addition, for the first time we

weights of (C) retroperitoneal white adipose tissue
(rWAT), (D) liver and (E) brown adipose tissue (BAT).
(F) The delta of food consumption evaluated over the
last 24h. (G) Weight of the uterus. Different letters
indicate significant difference. N = 6-8 for each
experimental group.
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= Mate

== Control
= Mate

mm Control
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showed that MATE consumption in ovariectomized rats alters the his-
tological characteristics of white adipose tissue. Despite few studies with
MATE in these conditions, it is possible that this is a natural alternative
to hormone replacement therapy.

To corroborate these findings, we performed histology on tWAT and
evaluated the cell morphology. The OVX group showed a highly sig-
nificant hypertrophic morphology in adipocytes that was represented by
the reduction in the number of cells in the observed area. In contrast, the
OVX group that consumed yerba MATE consistently had a preserved
adipocyte size, like the control group (Sham). Although there are no
studies showing such results in an ovariectomy model, Valenca et al.
(Gosmann et al., 2012) observed that after 12 weeks of treatment, mice
that consumed a high fat diet associated with MATE showed a significant
reduction in the cross-sectional area of adipocytes in relation to mice
that did not consume MATE. Some studies have shown that these ad-
aptations may be associated with the high content of polyphenols, such
as quercetin, rutin, chlorogenic acid and caffeine in MATE (Choi et al.,
2017; Gan et al., 2018). Gosmann et al. (2012) verified the effectiveness
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Fig. 2. - Plasma markers from normal and ovariectomized rats submitted to treatment with Ilex paraguariensis (yerba MATE). (A) Trend (p = 0.08) of increase in
triglycerides in the OVX vs OVX-MATE group. Serum levels of (B) total cholesterol, (C) HDL, (D) LDL, (E) insulin, and (F) adiponectin. (G) Glucose tolerance test and
its area under the curve (H). Different letters indicate significant difference. n = 6-8 for each experimental group.

of each MATE compound in inhibiting pre-adipocytes in mature adipo-
cytes, with rutin and chlorogenic acid being the agents with the greatest
anti-adipogenic effects.

The reduction of ovarian hormones is associated with the risk of
developing metabolic and cardiovascular diseases (Ko and Kim, 2020).
Contrary to our initial hypothesis, we did not observe any statistical
difference between the groups by analysis of the glucose tolerance tests
neither in serum insulin concentration. The study by Rocha et al. (2021),
also did not observe any difference in these parameters. In line with the
previous authors, our experiment covered 8 weeks and it may be
possible that this is not sufficient time to generate changes in these
parameters. The measurements of LDL, HDL, and total cholesterol also
showed no difference between the groups. Utilizing blood metabolic
parameters, triglycerides did not present a statistically significant dif-
ference. However, a tendency (P = 0.08) of an increase was observed
only for the untreated OVX group. Despite being a trend, this result
corresponds with the morphometric findings of white adipose tissue
described above. Furthermore, the literature also shows that estrogen
deficiency induced by menopause can also lead to disorders in lipid
metabolism, increasing serum triglycerides (Ko and Kim, 2020). Further
studies of longer duration will be needed with this model system.

In contrast, we observed a significant increase in the levels of

adiponectin hormone in the OVX group compared to the sham group.
This hormone has a protective role against metabolic syndromes
through sensitization of insulin receptors and anti-inflammatory effect
on adipose tissue (Lihn et al., 2005). A possible explanation is a positive
correlation between adiponectin and follicle-stimulating hormone (FSH)
with consequent and gradual increases in its production in response to
the endogenous estrogen reduction (Lee et al., 2022). As there is an
increase in FSH during menopause, it could lead to changes in the adi-
ponectin hormone. It has been reported that the increased production of
FSH in the face of estrogen decline appears to be temporary (Shaw et al.,
2009) and overall the literature is still inconclusive on this issue (Khosla
et al., 1998), More studies are still needed to better elucidate this topic.

Adipose tissue can be divided into two main types: white adipose
tissue (WAT), which is the main storage site for energy, and brown
adipose tissue (BAT), which stores lower levels of fat and can be acti-
rated to oxidize fatty acids to maintain body temperature (Ikeda et al.,
2018). The use of fat in BAT is faster and simpler, due to its high content
of mitochondria and its thermogenesis function (Frigolet and Gutiérre-
z-Aguilar, 2020; Kurylowicz and Puzianowska-Kuznicka, 2020). The
concept of “browning” consists of darkening some WAT cells, leaving
them with a beige hue. These cells are phenotypically like classic brown
adipocytes in BAT, having many mitochondria and uncoupling proteins
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Fig. 3. - Histology of retroperitoneal adipose tissue from normal and ovariectomized rats submitted to treatment with Ilex paraguariensis (verba MATE). Image (A)
shows the histology of Sham group. (B) Sham Mate. (C) OVX. (D) OVX Mate. Graph (E) shows the hypertrophy (size) of adipoeytes and graph (F) shows the hy-
perplasia (quantity) in a given area of tissue. Different letters indicate significant difference. n = 3-6 for each experimental group. Seale bar: 50 pm.

(UCP1). It is important to highlight that UCP1 is mainly expressed in
brown adipocytes and plays a fundamental role in thermogenesis
(Chouchani et al., 2019). This protein uncouples the ATP synthase
complex and transforms energy into heat. Evidence suggests that beige
adipocytes have remarkable amounts of UCP1 (Kalinovich et al., 2017).
This factor has attracted a lot of attention from the scientific community
in relation to its thermogenic effect and the fight against obesity.
Nonetheless, Kalinovich et al. (2017), showed that the thermogenic
capacity of beige adipocytes corresponds to approximately 20% of
brown adipocytes. Despite this, several studies have been carried out
showing WAT darkening as a promising strategy in the fight against
metabolic diseases (Kaisanlahti and Glumoff, 2019; Kusminski et al.,
2016; Lizcano, 2019; Castro et al., 2017).

Since the reduction of female hormones negatively alters the accu-
mulation of fat, and the ingestion of yerba MATE plays a protective role
against this alteration, we postulated that MATE could be modify the
characteristics of white adipose cells and transforming them into
adipocyte-like cells brown, a process known as “browning” (Khosla
et al., 1998). When the UCP1 content was evaluated in the rtWAT by
immunohistochemistry, the ovariectomized group that consumed MATE
showed more UCP1 than the other groups, suggesting a process of
browning in this group. The study by dos Santos et al. (Valenca et al.,
2022) also showed an increase in UCP1 with MATE ingestion, although
the analysis was on brown adipose tissue of male rats that consumed a
high fat diet. This is the first study showing that MATE could be
increasing WAT thermogenesis through a higher UCP1 content, even
over ovarian hormone deficiency and a normal diet. However, it is
important to emphasize that the UCP1 levels only show the thermogenic

capacity of a tissue and does not necessarily reflect its activity (Castro
etal., 2017). More studies are needed to evaluate the activity of UCP1 by
analyzing sympathetic stimulations such as norepinephrine in WAT,
lipolysis and fatty acid metabolism, in addition to heat production. Thus,
it is possible to accurately state the activation of thermogenesis and its
contribution to energy balance.

One way to stimulate BAT activity and white adipose tissue dark-
ening is through the activation of the Sirt-1 pathway. This protein can be
activated by dietary compounds, caloric restriction, or physical exercise,
promoting mitochondrial biogenesis, and improving its functionality
(Gan et al., 2018; Burris et al., 2012), The browning process is also
promoted by SIRT1 through the deacetylation of the PPARy protein,
which generates an activation cascade of downstream proteins, pro-
moting the differentiation of brown/beige adipocytes (Qiang et al.,
2012). When evaluated, the SIRT1 content in the retroperitoneal WAT
tended to increase for the two groups that consumed mate compared to
their control groups (Sham-Mate: P = 0.063; OVX-Mate: P = 0.069).
When the treatment factor was analyzed, a statistically significant dif-
ference was observable. It is plausible that MATE compounds may be
activating the SIRT1 pathway, thus generating the darkening of white
adipose tissue. Darkening of WAT increases thermogenesis at the ex-
penses of increasing UCP1 and therefore MATE could be decreasing fat
accumulation by exerting an anti-obesity role in the absence of female
hormones. Future studies need to be carried out evaluating longer
ovariectomy and to identify downstream proteins of the SIRT1 pathway.

While it was not possible to evaluate the estrogen hormone, the
measurements of uterine weight served as a positive control for the
expected effects of an ovariectomy. Another limitation was the low
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retroperitoneal adipose tissue from normal and
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paraguariensis (yerba MATE). The brown color repre-
sents the amount of UCP1 protein in the tissue. Image
(A) represents sham group. (B) Sham Mate group. (C)
OVX group. (D) OVX Mate group. Graph (E) is a
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on a scale of 0—4. Different letters indicate significant
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Fig. 5. - Western blot of SIRT1 protein in retroperitoneal adipose tissue from normal and ovariectomized rats submitted to treatment with Ilex paraguariensis (yerba

MATE). n = 4-6 for each experimental group.

number of animals (n = 3) in the Sham group for the histological and
immunohistology analysis as there was a loss of samples during pro-
cessing. However, the results clearly show that the ingestion of MATE by
animals with a low production of ovarian hormones (e.g., menopause)

reduces weight gain through less fat accumulation. This coincides with
an increase in SIRT1 protein that could increase the UCP1 content in
mitochondria and possibly lead to thermogenesis in white adipose tis-
sue. While further studies are needed to confirm this, our observations
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suggest that Yerba mate could provide an alternative, natural strategy
for the prevention and therapeutic control of energy imbalances in
women with low estrogen production such as menopause and post
menopause by positively modulating WAT metabolism.
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Consideragoes Finais:

O presente estudo buscou avaliar os efeitos da erva Mate na modulacdo do
metabolismo de glicose, lipidios, morfologia e termogénese do tecido adiposo branco
de ratas Wistar sobre condicdo de baixa producdo dos hormoénios ovarianos.
Compreender os possiveis efeitos protetores do Mate nessas condi¢des, faz com que
possamos aumentar o leque de estratégias para combater a adversidade no

metabolismo energético durante e apds a menopausa.

Os resultados mostraram que o consumo da erva Mate em ratas ovariectomizadas
reduziu o ganho de peso por meio da diminuicdo do acumulo de gordura, aumentou o
conteudo de proteinas relacionadas com a termogénese (UCP1 e Sirtl) e preservou o

tamanho do adipdcitos.

Os resultados deste trabalho mostram uma possivel forma de minimizar os efeitos
deletérios no metabolismo energético devido a reducdo da producdo dos hormonios

ovarianos.

Como aplicagbes praticas, esse estudo confirma o efeito anti-obesogénico (visto
anteriormente na literatura com ratos que consumiam uma dieta hipercaldrica) em
ratas com déficit de estrogénio. Dessa forma, essa pode ser uma estratégia simples para
se utilizar como “escudo” contra os eventuais problemas metabdlicos que a menopausa

pode trazer.

Perspectivas:

Durante a realizacdo dessa tese, tivemos a ideia de realizar um outro projeto utilizando
o exercicio fisico associado com o Mate, sobre a hipétese de uma maximizac¢do do efeito
visto no presente estudo. Esse projeto ja estd sendo desenvolvido no laboratério mas
ainda estd na fase inicial. No entanto, o grupo piloto mostrou resultados promissores
associando essas duas variaveis em ratas ovariectomizadas. Esperamos finaliza-lo em

2024.
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Anexos

Anexo 1: Comité de ética

FRJ

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO — UFRJ
Centro de Ciéncias da Salde - CCS

Rio de Janeiro, 13 de junho de 2019

Prezada Professora Luciane Claudia Barcellos,

A Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) em Experimentagdo Cientifica do Centro de
Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Rio de Janeiro registrada no Conselho Nacional de
Controle de Experimentagéo Animal (CONCEA) sob ¢ numero de processo 01200.001568/2013-87
certifica que o projeto intitulado: “Avaliagdo da Influéncia do Mate ( llex paraguariensis) no
Metabolismo Energético de Ratas Ovarectomizadas.”, protocolo n° 109/17, sob sua
responsabilidade que envolve a produgéo, manutencao e/ou utilizagdo de animais para fins de
pesquisa cientifica (ou ensino) encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n°11.794, de 8 de
outubro de 2008, do Decreto n°6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo
Conselho Nacional de Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA), foi aprovado por esta
comisséo de ética, em reunido do dia 29/05/2019.

Finalidade () Ensino (X) Pesquisa Cientifica
Vigéncia do Projeto Até 13/09/2023

Espécie/linhagem Rattus norvegicus | Wistar

N° de animais 70 animais

Pesolidade 200-250g / 2-3 meses

Sexo Fémeas

Biotério Fernando Pompeu - Av Carlos
Chagas Filho 540, Prédio da EEFD, Biotério
localizado no Departamento de Biociéncias
da Atividade Fisica - UFRJ.

Origem

Atenciosamente;

Prof. Marcel Frajblat
Coordenador da Comissao de Etica no Uso de Animais - CCS

CEUA - UFRJ: Av. Carlos Chagas Filho, 373 Predio do Centro de Ciéncias da Saiide, Bloco K, 2 andar - sala 15 - Cidade
Universitaria - CEP 21941-590 — Rio de Janeiro — Brasil
Tel: (21) 39380992 - https.://www.ces.ufif.br/conteudos/cena



