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RESUMO

Nos dltimos anos houve aumento da prevaléncia de obesidade no mundo todo, no Brasil 19%
da populagdo é obesa e 54% apresenta sobrepeso. Atualmente na midia destaca-se o consumo
de 6leo de coco como recurso no tratamento dessa doenga. A gordura do 6leo de coco consiste
principalmente em 4cidos graxos saturados, que no passado foram associados a risco de
desenvolvimento de doencas cardiovasculares, fato que levou ao aumento do consumo de 6leos
vegetais, como o 6leo de soja. Camundongos Swiss machos (5 semanas de idade) foram
divididos aleatoriamente em 5 grupos e receberam diariamente por via oral 100uL de adgua
(Controle - CO) ou foram suplementados com 100uL e 300 uL de 6leo de coco (OC100),
(OC300), 100uL e 300uL de odleo de soja (OS100), (OS300) durante 8 semanas. A
suplementagcdo com todos os Oleos levou ao aumento dos niveis séricos de colesterol total,
triglicérides e da proteina TNF-a, mas ndo alterou o contetido proteico de GPR78 e LC3II no
figado. O consumo de 6leo de coco em ambos os volumes elevou os seguintes pardmetros: peso
corporal, adiposidade epididimal, niveis séricos de AST, colesterol total hepatico, expressao
génica de CX3CL1 e TNF-a. O grupo OC300 apresentou aumento hepético de triglicérides,
células F4/80 +, expressdo génica de GPAM, HMGCR, CXCL2 e niveis proteicos de pNFKB
e pSTAT3. O grupo OC100 apresentou aumento da proteina TNF-a. Os animais do grupo
0OS100 demonstraram intolerancia a glicose, enquanto os do grupo OC300 apresentaram maior
sensibilidade a insulina, nenhum grupo teve alteracdes na glicemia de jejum. Ao tratar células
Hepa-1clc7 por 24 horas com o soro dos animais suplementados observamos aumento na
expressdo génica de TNF-a e diminui¢do do gene da IL10 no grupo OC100. Nos fornecemos
evidéncias de que a suplementacdo com 6leo de coco, ao aumentar o peso e a adiposidade
corporal e alterar o metabolismo lipidico, desencadeou um processo inflamatério no figado,

semelhante a inflamacao de baixo grau causada pela obesidade.

Palavras-chave: Inflamacao, 6leo de coco, figado.



ABSTRACT

In recent years, there has been an increase in the prevalence of obesity worldwide; in Brazil
19% of the population is obese and 54% overweight. Currently, the media shows the
consumption of coconut oil as a resource in the treatment of this disease. Coconut oil fat consists
mainly of saturated fatty acids, which in the past have been associated with the risk of
developing cardiovascular disease, which has caused an increase in the consumption of
vegetable oils such as soybean oil. Swiss mice (5 weeks of age) are randomly divided into 5
groups and receive daily 100uL of water (Control - CO) or supplemented with 100uL and 300ul
of coconut oil (OC100), (OC300), 100uL and 300uL of soybean oil (OS100), (OS300) for 8
weeks. Supplementation with all oils leads to increased serum cholesterol, triglyceride and
TNF-a protein levels, but does not alter the protein content of GPR78 and LC3II in the liver.
Coconut oil consumption in both volumes increases the following parameters: body weight,
epididymal adiposity, serum AST levels, total liver cholesterol, CX3CL1 and TNF-a gene
expression. The OC300 group presented hepatic increase of triglycerides, F4/80 + cells, GPAM,
HMGCR, CXCL2 gene expression and protein levels of pNFKB and pSTAT3. The OC100
group showed increased TNF-o protein. Animals from group OS100 showed glucose
intolerance, while group OC300 had higher insulin sensitivity; neither group had alterations in
fasting glucose. When treating cells Hepa-1c1c7 for 24 hours within serum from supplemented
animals, we observed increase gene expression of TNF-o and decrease gene expression of IL10
in the group OC100. We provide evidence that supplementation with coconut oil, by increasing
body weight and adiposity and change lipid metabolism has triggered an inflammatory process

in the liver, similar to the low-grade inflammation caused by obesity.

Key words: Inflammation, coconut oil, liver.
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1. INTRODUCAO

1.1 Obesidade

A obesidade, considerada em séculos passados como simbolo de fartura, saide e
beleza, € atualmente considerada uma doenca cronica multifatorial caracterizada pelo excesso
de gordura corporal decorrente da hiperplasia e/ou hipertrofia dos adipécitos (LEITE; ROCHA;
BRANDAO-NETO, 2009).

A maioria da populacio mundial vive em paises onde o excesso de peso € a
obesidade mata mais pessoas do que o baixo peso. Dados atuais da OMS, publicados em 2018
apontam que a obesidade mundial quase triplicou desde 1975 e que em 2016, 39% dos adultos
com 18 anos ou mais estavam acima do peso e 13% eram obesos. O quadro ndo ¢é diferente para
criancas e adolescentes, 41 milhdes de criangas menores de 5 anos e mais de 340 milhdes de
criangas e adolescentes com idade entre 5 e 19 anos estavam acima do peso ou obesas (WHO,
2019).

O estudo da VIGITEL, publicado em 2016 que compreendeu a Vigilancia De
Fatores de Risco e Protecao para Doencas Cronicas por Inquérito Telefonico, avaliou as capitais
de 26 estados brasileiros e do Distrito Federal, e mostrou que 53,8% da populagdo de adultos
acima de 18 anos, apresentava excesso de peso e 18,9% obesidade (BRASIL, 2017).

Estes dados aparecem como um contrassenso em relacdo a cultura da magreza
estabelecida em 1960, caracterizada por diversos marcos histéricos como o Miss América e as
publicacdes na revista Playboy que indicavam a tendéncia de um padrdo de beleza mais fino.
Associado a isso, houve um aumento significativo de artigos de dietas em revistas femininas
(GARNER, 1980).

A disparidade entre a imagem corporal estabelecida pela cultura atual e o aumento
do excesso peso em grande parte da populagdo, leva os individuos a buscarem por alternativas
ndo convencionais de perda de peso, que sdo denominadas “dietas da moda”. Os mais atingidos
por essa prética sdo individuos em excesso de peso e obesidade (ARAUJO et al., 2013).

Inimeros fatores estdo envolvidos na etiologia da obesidade, porém todos eles
convergem para um unico ponto: o desequilibrio energético positivo. As calorias ingeridas
diariamente ultrapassam aquelas gastas, sendo o excesso armazenado continuamente no tecido
adiposo. No entanto, esse balanco energético sofre influéncia de fatores ambientais,

comportamentais, psicolégicos, fisiolégicos e genéticos (SPIEGELMAN; FLIER, 2001).
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De forma preocupante, a obesidade estd associada ao surgimento de indmeras
comorbidades que prejudicam a qualidade de vida e agravam o progndstico dos pacientes.
Dentre elas, destacam-se diabetes tipo 2, cancer, doencas cardiovasculares e doenga hepéatica

gordurosa ndo alcodlica (DHGNA) (GUH et al, 2009).

1.2 Obesidade e doenca hepatica gordurosa nao alcoélica (DHGNA)

O figado possui uma variedade de fun¢des, mais amplas que qualquer outro 6rgio
do corpo (FOX, 2007). As principais categorias de func¢des hepdticas estdo resumidas na Tabela

1.

Tabela 1.Principais categorias da fungdo hepatica (FOX, 2007; BARBOSA et al., 2010).

Categoria Funcional Acoes

Detoxificacdo do sangue | - Fagocitose pelas células de Kupffer.

- Alteracdo quimica de moléculas biologicamente ativas
(hormonios e drogas).

- Producao de uréia, acido trico e outras moléculas que sdo
menos téxicas que os componentes que ddao origem as
mesmas.

- Excrecao de moléculas na bile.

Metabolismo dos - Conversao da glicose sanguinea em glicogénio e gordura.
carboidratos - Producao de glicose a partir do glicogénio hepético e de
outras moléculas (aminoécidos, lactato) pela

neoglicogénese.

- Secrecdo de glicose na corrente sanguinea.

Metabolismo dos lipidios | - Sintese de triglicerideos e colesterol.
- Excrecao do colesterol na bile.

- Produgdo de corpos cetdnicos a partir de acidos graxos.

Metabolismo dos - As enzimas alanina aminotransferase (ALT) e aspartato
aminoacidos aminotransferase (AST) catalisam a transferéncia de um

grupo amino de um aminodcido para um cetoécido.

Sintese proteica - Producgdo de albumina.

- Producdo de proteinas de transporte plasmaticas.
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- Producdo de fatores de coagulacdo (fibrinogénio,

protrombina e outros).

Secrecao de bile - Sintese dos sais biliares.

- Conjugacio e excrec¢do do pigmento biliar (bilirrubina).

Devido as suas vdrias funcdes, o figado € composto por diferentes tipos celulares,
entre os quais destacam-se:

Células de Kupffer: encontradas na superficie luminal das células endoteliais, suas

principais funcdes sdo: metabolizar eritrdcitos velhos, digerir hemoglobina, secretar proteinas
relacionadas com processos imunoldgicos e destruir bactérias. As células de Kupffer
constituem cerca de 15% da populacio celular no figado. Muitas estio localizadas na regido
periférica do I6bulo hepatico, onde sdo muito ativas na fagocitose (JUNQUEIRA; CARNEIRO,
2008). As células de Kupffer sdo consideradas fagocitos fixos, por serem imoveis (“fixas”),
localizadas nas paredes dos capilares sinuséides. A medida que o sangue flui através desses
amplos capilares, substancias quimicas estranhas, residuos e patégenos sdo removidos através
da fagocitose (FOX, 2007).

Células Estreladas: no espaco de Disse, células armazenadoras de lipidios, também

denominadas células de Ito, contém inclusdes lipidicas ricas em vitamina A. No figado saudavel
estas células desempenham vérias fung¢des, como captacdo, armazenamento e liberacdo de
retindides, sintese e secrecdo de vdrias proteinas da matriz extracelular e proteoglicanos,
secrecao de fatores de crescimento e citocinas e regulacdo do didmetro do limen sinusoidal em
resposta a diferentes fatores reguladores (FOX, 2007). As células estreladas (CE) desempenham
importante papel nos mecanismos de injuria e regeneracao hepatica (RAMALHO et al., 2000).
Virios estudos tém demonstrado que a célula-chave na produg¢do da fibrose no figado € a célula
estrelada de Ito. Sob a acdo de citocinas fibrogénicas, (TGF- B, TNF-a, PDGF e outras), essa
célula se diferencia em miofibroblasto e fibroblasto (ANDRADE, 2005). As células estreladas
apresentam dois fendtipos: quiescente e ativado. A ativacdo consiste em duas fases: inicia¢do e
perpetuacgdo. A iniciagdo, também chamada de estagio pré-inflamatodrio, refere-se a alteracdes
iniciais na expressao génica e no fendtipo, que tornardo as células aptas a responder a citocinas
e outros estimulos. A segunda fase resulta dos efeitos desses estimulos sobre a manutengao do
fendtipo ativado e a producdo de fibrose. A fase de perpetuacdo compreende a proliferacao,
contratilidade, fibrogenese, perda de retindides, infiltracio de células inflamatérias e

degradacao de matriz extracelular (MEC) (BONA, 2010).
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Estima-se que 60% da populagdo celular do figado de um homem adulto sejam
hepatdcitos, e sdo nessas células que ocorre acimulo de lipidios na DHGNA, que varia de
esteatose a esteato-hepatite, fibrose e cirrose (BROWNING, D.J, HORTON, J.D., 2004).

A DHGNA ¢ uma importante complicacdo da obesidade, sendo reconhecida como
a manifestacio hepatica da sindrome metabdlica (BRUNT. E.M., 2010). Sua fisiopatogénese é
bastante complexa e envolve muitos fatores, ndo estando completamente esclarecida.
Atualmente, a maioria dos autores concorda com a teoria dos multiplos “hits . Acredita-se que
o primeiro hit esteja relacionado com o estabelecimento de resisténcia a insulina no tecido
adiposo e o suprimento excessivo de acidos graxos livres no figado, levando a esteatose
(DONNELLY, K. L. et al. 2005; BASARANOGLU, M. et al. 2010; BASARANOGLU, M. et
al. 2013).

O acumulo hepético de lipidios induz as células hepaticas a produzirem citocinas
inflamatoérias. Essas citocinas podem desempenhar um papel ativo no desenvolvimento e
progressdao da DHGNA (segundo “Ait”) através da estimulacdo da inflamagdo hepatica, da
necrose celular, apoptose e indugdo de fibrose (MARRA, F., BERTOLANI, C., 2009). Dentre
as citocinas, vale destacar o TNF-a, por apresentar efeitos lipogénicos e fibrogénicos, mediado
por mecanismo pardcrino que envolve a ativacdo das células da Kupffer, com secrecdo de
mediadores soldveis, que estimulam a transformacao das células estreladas em miofibroblastos,
que por sua vez, passam a sintetizar componentes da matriz extracelular, podendo ser usado no

diagnostico da DHGNA (ZAHRAN, W.E. et al, 2013).

Estresse de reticulo e autofagia na DHGNA

O reticulo endoplasmatico (RE) € uma organela envolvida na sintese de proteinas,
controle do estoque de célcio, detoxificacdo xenobidtica e biossintese de lipideos. Quando as
proteinas sdo mal enoveladas € ativado o sistema de degradacdo de proteina associado ao RE
(ERAD), este mecanismo € mediado pela translocacdo das proteinas para o citosol para
degradacdo pelo sistema ubiquitina/proteassoma. Frente a um desequilibrio entre a capacidade
de maturacdo proteica e degradacdo das proteinas mal enoveladas, hd um acimulo destas no
RE, ativando o estresse do RE que pode também ser denominado unfolded protein response
(UPR) (RON; WALTER, 2017).

O sistema UPR tem o objetivo de restaurar a homeostase celular, para a diminui¢ado
do actiimulo de proteinas mal enoveladas. O sistema inibe a tradu¢@o e aumenta a expressao das

proteinas envolvidas com o ERAD, essencialmente as chaperonas. A UPR ¢ mediada

principalmente por trés proteinas, que ficam na por¢cdo transmembrana do RE ligadas
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principalmente a chaperona Glucose regulated proteins 78 (GRP78): eukaryotic translation
initiation factor 1 a-kinase 3 (PERK), inositol-requering (IRE1) e activating transcritption
factor 6 (ATF6). O acimulo de proteinas mal enoveladas, sequestram a chaperona GRP7S,
desligando-a dos sensores, ativando a UPR (CNOP et al., 2012)

No contexto do excesso de gorduras no figado, DHGNA, o sistema UPR estd
cronicamente ativo, o que contribui para o acimulo de gorduras no tecido. O estresse de reticulo
¢ inicialmente ativado pelo acimulo de lipidios no hepatdcito, que induz modificagdes na
composi¢ao da membrana do RE (FU et al., 2011; ARRUDA; HOTAMISLIGIL, 2015). Esse
€ o principal mecanismo da ativagdo de UPR no contexto da DHGNA, caracterizado pelo
aumento na razao fosfatidilcolina/folfatidiletanolamina, diminui¢do da fluidez da membrana e
da atividade de bombas i6nicas como de Célcio-ATPase e diminui¢ao do conteudo de cdlcio no
interior do reticulo, que interfere negativamente na atividade das chaperonas, prejudicando o
enovelamento de proteinas acarretando na ativagdo do estresse de reticulo (FU et al., 2011).

O estresse de reticulo € um mecanismo importante para a progressdo da DHGNA,
por induzir a lipogénese especialmente a “sintese de novo de lipideos” de forma direta ou
indireta por fatores que induzem a expressdo génica de genes envolvidos com a lipog€nese
(NING et al., 2011; WANG et al., 2015) e sintese de dcidos graxos (XU et al., 2013).

Outro mecanismo essencial para a funcdo normal do figado e prevencdo do
desenvolvimento de doengas hepaticas € a autofagia (CZAJA et al. 2013), que tem como fun¢do
celular a degradacdo e reciclagem de componentes citoplasmaticos como organelas
senescentes, proteinas agregadas ou mal enoveladas, microrganismos invasores €
macromoléculas (MIZUSHIMA & KOMATSU, 2011). A autofagia ocorre em niveis basais na
maioria dos tecidos de eucariontes de modo a contribuir para a viabilidade celular e possibilitar
a adequada reciclagem dos componentes citoplasmaticos (AMEETA, 2005). Durante esse
processo, a proteina LC3 € recrutada para a membrana do autofagossomo, em seguida, esse se
funde ao lisossomo, formando o autolisossomo responsdvel pela degradacao dos componentes
citoplasmaticos capturados (KIMMELMAN; WHITE, 2017; WHITE; MEHNERT, J; CHAN,
2015).

A autofagia é um importante processo para a protecdo hepatocelular da
lipotoxicidade, ela estd envolvida no metabolismo lipidico hepatico, regulando os estoques de
lipideos intracelulares e eliminando triglicerideos, o que previne o desenvolvimento de
esteatose hepdtica (KE, 2019; SIGNH et al. 2009). A literatura demonstra que hepatdcitos

expostos a dcidos graxos saturados diminuem a autofagia e levam a apoptose, ja a exposi¢ao a
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acidos graxos insaturados parecem estimular a atividade autofdgica com pouca promocao de

apoptose (MEI et al. 2011).

1.3 Obesidade, inflamacao e resisténcia a insulina

Os efeitos da dieta sobre diferentes parametros fisiolégicos tém sido estudados hd
cerca de 30 anos e, mais recentemente, os estudos tém procurado entender os efeitos de dietas
hiperlipidicas e hipercaldricas sobre a homeostase energética e glicémica. Neste sentido,
estudos com dietas ricas em gordura t€ém mostrado a estreita relacio entre o uso destas dietas,
os niveis de citocinas pré-inflamatoérias, tais como TNFa e interleucina 1 beta (IL-1B) e o
desenvolvimento da obesidade e diabetes tipo I (GUIMARAES, 2013).

A expressdo, producio e liberacdo de citocinas — principalmente, TNF-a, IL-1 B,
Interleucina 6 (IL-6), encontram-se aumentadas em individuos obesos. Essas citocinas
secretadas por adipdcitos e macréfagos residentes no tecido adiposo t€ém uma contribuicdo
sistémica relevante (BERG; SCHERER, 2005) e causam efeitos prejudiciais, no tecido adiposo,
figado e misculo (TZANAVARI et al., 2010). O principal efeito da liberacdo excessiva de
citocinas pré inflamatdrias estd associado a ativacdo exacerbada das vias de sinalizacdo de
nuclear factor kappa B (NFkB) e INK (JIAO et al., 2009).

A migracdo e atividade das cé€lulas inflamatorias € controlada por quimiocinas
(familias CC, CXC, CX3C e C) (ZLOTNIK, A.; YOSHIE, O., 2000), produzidas ndo somente
por células do sistema imune, mas também pelas células de Kupffer, estreladas, endoteliais e
hepatdcitos do figado (HOLT, M. P. et al. 2008; WASMUTH, H. E. et al. 2010).

A inflamacdo hepatica decorrente da obesidade é regulada pela producdo de
quimiocinas (ZLOTNIK, A.; YOSHIE, O., 2000), que por sua vez € estimulada por diversas
citocinas pré-inflamatérias como IL-1 B, IL-6 e TNF-a (BENDALL, 2005; MANTOVANI,
1999).

Estudos demonstram que citocinas pré-inflamatdrias e o aumento dos 4cidos graxos
intracelulares inibem a fosforilacao da tirosina dos substratos dos receptores de insulina (IRS-
1) em adipdcitos e hepatdcitos. Isso se dd porque essas substancias fosforilam a porc¢do serina
do IRS-1, que, ao contrédrio da fosforilagdo da tirosina (que permite a transmissao do sinal da
insulina), bloqueia a acdo intracelular da insulina, impedindo a internalizacdo da glicose nas
células. Uma vez que a serina € fosforilada, os IRS-1 se tornam um pobre substrato para o
receptor de insulina, dessa forma, a correta sinalizagdo intracelular da insulina é impedida,

propiciando o estado de resisténcia a esse hormonio (HOTAMISLIGIL, 2003).
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Alguns trabalhos demonstraram que alteracdes na resisténcia a insulina sdo
independentes da adiposidade, mas estdo estreitamente relacionadas com a ingestdao de gordura
ou com o tipo de gordura ingerida (PAGLIASSOTT]I, et al, 2000), em especial ao tamanho e
ndmero de insaturacdes (STEIN et al, 1997). A exposi¢ao prolongada de adipdcitos a dcidos
graxos saturados causou resisténcia a acdo da insulina nestas células (HUNNICUTT et al,
1994).

Estudos mostram que dietas ricas em acidos graxos poli-insaturados diminuem a
sintese de citocinas pré-inflamatérias e, consequentemente, aumentam a sensibilidade a
insulina (PICINATO et al., 1998). Segue uma discussdo pontual do papel especifico de cada
acido graxo essencial como mediador do processo inflamatério e da consequente melhoria da

sensibilidade a insulina.

1.4 Oleo de soja

A soja Glycine max é uma leguminosa pertencente a familia Fabaceae, € a sub-
familia das Papilionoidea. O cultivo de soja ocorre hd mais de 5.000 anos, no entanto o dleo de
soja tornou-se parte dieta apenas nas ultimas décadas (HYMOWITZ, 1970). A adesdo a esse
tipo de dleo, deve-se, em parte, a uma reacdo a estudos populacionais em larga escala nas
décadas de 50 e 60, que mostraram que a dieta rica em gorduras saturadas, de produtos animais,
estava associada a um risco aumentado de doenca cardiovascular (KEYS et al., 1957; KANNEL
etal., 1961).

O 6leo de soja € composto de 60,8% de dcidos graxos poliinsaturados (PUFA),
24,5% de acidos graxos monoinsaturados (MUFA) e 15,1% de 4cidos graxos saturados (SFA)
(MEYDANI et al., 1991). Os 4cidos graxos do 6leo de soja sdo, na sua maioria, insaturados,
cujo maior percentual corresponde ao 4cido linoléico, seguido pelo oléico, palmitico, linolénico
e estedrico, em ordem decrescente. O 6leo de soja contém ainda alguns 4cidos graxos em
minimas quantidades, como o araquidonico, o palmitoléico e o miristico.

Os 4cidos graxos linoléico (6mega-6) e linolénico (6mega-3) sdo considerados
essenciais, porque os mamiferos, incluindo o homem, ndo podem sintetiza-los. Os demais
acidos poliinsaturados somente podem ser sintetizados a partir destes. Desta maneira, devem
ser fornecidos pela dieta em quantidades adequadas.

A partir do 4cido linoleico, € possivel outros dcidos dmega-6, como o acido
araquidonico. J4 o &cido linolénico é o precursor dos dcidos eicosapenaendico (EPA) e

docosahexaendico (DHA) (WHITNEY e HOLFES, 1999).
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O teor elevado de dcidos graxos insaturados torna o 6leo de soja muito suscetivel
as reagOes de oxidacdo. Por este motivo, o 6leo geralmente é submetido ao processo de
hidrogenacdo antes de ser usado como O6leo para fritura ou como Oleo para salada
(GUNSTONE, 2005).

Importantes estudos surgiram para que o 6leo de soja fosse considerado sauddvel e seu
consumo fosse estimulado pela Sociedade Brasileira de Cardiologia (SANTOS, 2013). Por
exemplo, o estudo de Kromhout e colaboradores, que mostrou que individuos com angina
pectoris estdvel (tipo de dor no peito causada pela reducio do fluxo sanguineo para o coracio)
que consumiram uma dieta rica em dcido linoleico, por 2 anos, tiveram o colesterol plasmético
reduzidos (KROMHOUT et al., 1987).

Riemersma et al., (1986), reportaram relacao inversa entre acidos graxos essenciais no
tecido adiposo, em particular acido linoléico, e mortalidade por doenca coronariana. Essa
relacdo foi investigada em um estudo transversal, com amostras populacionais aleatdrias de
homens aparentemente sauddveis com idades entre 40-49 anos, de quatro regides europeias com
diferentes taxas de mortalidade por doenca coronariana. A propor¢do de 4cido linoléico no
tecido adiposo foi menor em homens das regides onde a taxa de mortalidade por doenca
coronariana era maior. O estudo infere que estas diferencas no conteido lipidico do tecido
adiposo, poderiam refletir as diferencas na ingestdo dietética (RIEMERSMA et al., 1986).

O estudo de Kuusi et al., (1985), mostrou que o aumento na relagdo dietética de acidos
graxos poliinsaturados em relacdo aos saturados, diminuiu o colesterol total, High-density
lipoprotein (HDL) e low density lipoprotein (LDL) em uma populacdo com colesterol alto, de
uma regidao do condado da Finlandia que apresentava alta taxa de doenga coronariana (KUUSI
et al., 1985).

Em 1991 arevisdao de Meydani e colaboradores apontou que a inclusdo na dieta de dleos
vegetais como Oleo de soja, milho e girassol poderia produzir aumento no conteudo de acido
linoleico em plaquetas e modesta diminui¢do do dcido araquidonico, associada a elevacodes de
EPA e DHA. De acordo com o trabalho, estes 6leos também poderiam produzir um efeito
inibitdrio sobre as plaquetas em relac@o a formacgdo de tromboxanos e agregacdes (MEYDANI
et al., 1991).

Em um estudo mais recente com humanos, cross-over duplo-cego, os individuos
consumiram trés tipos de dietas, com 30% de calorias como gordura, das quais dois ter¢os foram
fornecidos como 6leo de soja ou margarina a base de 6leo de soja ou manteiga durante 32 dias.

O estudo demonstrou que os niveis de citocinas eram maiores naqueles que consumiram
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margarina ou manteiga. Apontando que o consumo do 6leo de soja € mais sauddvel em
detrimento das outras fontes lipidicas estudadas, hidrogenadas e saturadas (HAN et al., 2002).

Posteriormente, a literatura relacionou o consumo de &cidos graxos insaturados,
essencialmente EPA e DHA com efeitos benéficos em diversos eventos relacionados com a
saide, como metabolismo lipidico, glicidico, pressdo arterial, inflamacao, fun¢do endotelial,
aterosclerose, arritmia, eventos cardiovasculares e morte subita. Sendo o 6leo de soja
considerado uma das fontes desses lipides, com aproximadamente 5-7% de seu contetido. Neste
sentido, a utilizacdo deste 6leo na rotina culindria foi estimulada, uma vez que apresenta
estabilidade em temperatura de 25°C, mesmo apds aberto, estabilidade em temperatura de

cocg¢do e propor¢ao de dcidos graxos interessante para o contexto de saide (SANTOS, 2013).

1.5 Oleo de coco

O dleo de coco € de origem vegetal, 100% natural, sendo extraido da espécie Cocos
nucifera, da familia Arecaceae (Palmae) e subfamilia Cocoideae. Existem varios processos
para extracdo do 6leo de coco, obtendo o d6leo de coco extra virgem, virgem, refinado ou
hidrogenado:

Oleo de coco extra virgem: Prensado a frio, fica solidificado abaixo de 25°C. Nao

passa pelo processo de refinamento e desodorizagdo, apenas € extraido a partir da polpa do coco
fresco, passando pela trituragdo, prensagem e tripla filtracdo. Seu indice de acidez fica em no
maximo 0,5% (SANTOS et al, 2009).

Oleo de coco virgem: segue 0 mesmo processamento do 6leo de coco extra virgem,

porém a pelicula residual da polpa é mantida, o que diminui a pureza do 6leo e a disponibilidade
de 4cido laurico.

Oleo de coco refinado: Neste processo, se prensa a copra (polpa seca) do coco a fim

de obter o 6leo que passard pelo processo de Refinamento, Branqueamento e Desodorizacao
(RBD). Durante o processo de desodorizagado, a temperatura aumenta, podendo chegar a 245°C,
0 que altera sua composicao.

Oleo de coco hidrogenado: ao passar pelo processo de hidrogenagio, o 6leo de coco

diminui sua concentracdo de dcidos graxos insaturados.

Portanto, o modo de extragdo e armazenamento do 6leo de coco utilizado nos
estudos deve ser considerado, uma vez que a composicao diferenciada pode interferir nos
resultados obtidos (MARINA; CHE MAN; AMIN, 2009).

O ¢6leo de coco possui mais de 90% de acidos graxos saturados em sua composi¢ao

(os dtomos de carbono dessa molécula sdo unidos por ligacdes simples), sdo eles: caprdico,
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caprilico, cdprico, laurico, miristico, palmitico, estedrico e araquidico (ASSUNCAO et al,
2009). A maioria dos seus dcidos graxos saturados sdo triglicerideos de cadeia média (TCM),
formados por 3 4cidos graxos de cadeia média ligados a uma molécula de glicerol, com um
comprimento de cadeia entre 6 a 12 carbonos (BONTEMPO, 2008). O &cido laurico (C12: 0) é
o principal 4cido graxo do 6leo de coco, e estudos ja demonstraram que ele é capaz de causar
hipercolesterolemia (LIMA et al, 2000).

Como o 6leo de coco possui uma maior quantidade de dcidos graxos de cadeia
média (AGCM), seu comportamento metabdlico € distinto das demais gorduras saturadas, em
virtude de suas caracteristicas estruturais. Os AGCM sdo rapidamente absorvidos no intestino,
mesmo sem sofrer acdo da enzima lipase pancredtica. Os 4cidos graxos de cadeia longa
(AGCL), por outro lado, necessitam da lipase pancredtica para a absor¢a@o e sdo transportados
pela linfa para a circulacio sist€émica na forma de quilomicrons, para depois atingir o figado,
onde eles passam por beta-oxidacdo, biossintese de colesterol, ou sdo resintetizados como
triglicérides. J4 os AGCM sdo transportados pela veia porta para o figado, onde sao rapidamente
oxidados, gerando energia (LIAU et al, 2011).

O 6leo de coco também contém uma menor quantidade de &cidos graxos
insaturados (ao menos uma dupla de 4tomos de carbono da cadeia estd ligada através de ligacao
dupla), como oléico, palmitoléico e linolénico (ASSUNCAO et al, 2009).

Os produtos de coco, por milhares de anos, simbolizaram um componente
importante da medicina popular indiana, em documentos em sanscrito referentes ha 4 000 anos
foram documentados o uso de coco para alimentos e suas aplicagdes na medicina ayurvédica.
Atribuia-se aos produtos do coco diversas propriedades medicinais, como antiblenorrégica,
antibronquite, combate e controle da febre e antigengivitico. Na medicina ayurvédica, o dleo,
leite, creme e 4gua do coco sdo usados para tratar alopécia, queimaduras e problemas cardiacos
(DEBMANDAL & MANDAL, 2011).

Em maio de 2003, houve uma grande popularizacdo do consumo de 6leo de coco,
apos a publicagdo de um artigo na revista americana “Women's World” que atribuia ao 6leo o
titulo de “alimento milagroso” (MYPASSION4HEALTH, 2003). O artigo foi derivado do livro
de Bruce Fife, que teve sua primeira edi¢do publicada em 2000 e ¢ intitulado “The Healing
Milacres of Coconut Oil”, no qual ¢ atribuido ao 6leo os efeitos de promover a perda de peso,
proteger contra doengas cardiacas, cancer, diabetes, doencgas degenerativas e fortalecimento do
sistema imunoldgico (FIFE, 2000). O livro continua muito popular e atualmente encontra-se na

quinta edi¢do e pode ser comprado em qualquer livraria (FIFE, 2013). O consumo de 6leo de
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coco mantém-se constante de 2003/2004 até a atualidade (2018) segundo dados da USDA
(USDA, 2019).

A popularizagdo do consumo de 6leo de coco e a dieta da moda “Coconut Diet” foi
tdo eminente que também alcangou a populacdo brasileira, em tal grau que a ABESO
(Associagdo Brasileira para o Estudo da Obesidade e Sindrome Metabdlica), em 2012, publicou
um artigo discutindo sobre o consumo de 6leo de coco. Em sua conclusdo, o artigo alerta que
apesar das diversas teorias sobre os beneficios do 6leo de coco, os estudos ainda sdo escassos e
controversos, adicionalmente o artigo reforca que o 6leo de coco € rico em gordura saturada,
por isso, deve ser consumido com restricio (ABESO, 2012).

A utilizagdo de 6leo de coco transcendeu a pratica popular e alguns profissionais da
saude comecgaram a prescrever o 6leo com a finalidade de perda de peso. Por isso, em setembro
de 2015 a ABESO e SBEM (Sociedade Brasileira e Endocrinologia e Metabologia) emitiram
um comunicado oficial, direcionado aos profissionais da satde nutricionistas e médicos. O
comunicado diz que ndo existe fundamentacao cientifica suficiente que embase o uso de dleo
de coco para fins de emagrecimento e deve ser considerado que o uso desse 6leo pode ser
deletério para os pacientes devido a sua elevada concentracao de acidos graxos saturados, como
acido laurico e miristico. Nessa perspectiva, a SBEM e a ABESO posicionaram-se frontalmente
contra a utilizagdo terapéutica do 6leo de coco com a finalidade de emagrecimento e contra a
utilizag¢do do 6leo de coco como 6leo de cozinha (HOHL & CERCATO, 2015).

Em relacdo aos estudos que fundamentam o consumo de 6leo de coco estd o de
Assuncao et al. (2009) que avaliou os efeitos da suplementacdo dietética com 6leo de coco nos
perfis bioquimicos e antropométricos de mulheres obesas entre 20 e 40 anos. Os grupos
receberam suplementos alimentares didrios compreendendo 30 mL de 6leo de soja ou 6leo de
coco durante um periodo de 12 semanas, associado a dieta hipocaldrica e atividade fisica.
Ambos os grupos apresentaram reducio no indice de massa corporal (IMC), mas apenas o grupo
suplementado com coco exibiu redu¢do na circunferéncia abdominal. O trabalho conclui que a
suplementacio dietética parece promover uma redugio na obesidade abdominal (ASSUNCAO
et al., 2009).

O estudo de Liau e colaboradores (2011), com apenas 20 participantes, sendo 13
mulheres e 7 homens que consumiram 30mL por dia de 6leo de coco extra virgem, durante 4
semanas, encontrou redu¢do na circunferéncia da cintura em homens, sem altera¢des no perfil
lipidico e concluiu que o 6leo de coco € eficaz para a redugdo de circunferéncia da cintura e que

seu consumo € seguro (LIAL et al., 2011).
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Ja Vijayakumar e colaboradores (2016) mostraram em um ensaio clinico
randomizado, duplo-cego, com duracdo de 2 anos, utilizando 200 participantes com doenca
arterial coronariana, que a utilizag¢do de 6leo de coco, como 6leo de cozinha, comparado ao uso
do ¢6leo de girassol ndo modificou o IMC, porcentagem de gordura corporal ou relagdo cintura-
quadril (VIJAYAKUMAR et al., 2016);

As revisdes que discutem o papel do 6leo de coco sobre a perda de peso, utilizam
em sua discussdo artigos que relacionam o consumo de TCM e a melhora no metabolismo
energético e reducdo de peso, e ndo apenas artigos que avaliaram o consumo do 6leo de coco
propriamente dito, ja que sdo escassos (CLEGG, 2017; WALLACE, 2018). No entanto, uma
recente revisdao publicada pelo grupo Nature em 2017, discute que o 6leo de coco € diferente
do 6leo de TCM em relagdo a sua composi¢do, ja que o dcido ldurico, que compde 47,7% do
6leo do coco ndo esté presente no 6leo de TCM. Além disso, o metabolismo do 4cido laurico €
diferente, sendo apenas 20-30% metabolizado diretamente como fonte de energia, como os
TCM’s. Ou seja, apenas 23,16% da gordura o 6leo de coco é metabolizada como o 6leo puro
de TCM (CLEGG, 2017). Nesse sentido, ndo é adequado a transposi¢ao dos efeitos observados
em estudos usando TCM, como sendo efeitos esperados perante o consumo de 6leo de coco.

E notério a necessidade de producio cientifica sobre o assunto para que os efeitos
do consumo do 6leo de coco sobre a saide sejam esclarecidos. Uma vez que, mesmo com a
ambiguidade e escassez na literatura sobre o assunto, o consumo ainda € estimulado pela midia
e a populacdo que estd constantemente exposta a essas informacdes, pode expor sua saude a
riscos, visando a busca de resultados que ndo possuem comprovacao cientifica estabelecida, ja
que a midia exerce um fator fundamental na formacdo de habitos alimentares (MARTINS et
al., 2011). Os sites relacionados a satide nacionais e internacionais estimulam a substituicao do
6leo de cozinha pelo d6leo de coco, ou o consumo de 1-3 colheres de sopa ao dia
(HEALTHLINE, 2019; TUASAUDE, 2019).

Além disso, o aumento do consumo de gorduras na dieta estd relacionado com
diversos desfechos metabdlicos, essencialmente com alteracdes no perfil lipidico e risco de
doengas cardiovasculares (SANTOS, 2013), principalmente o consumo de gordura saturada,
rica em 4cidos graxos como laurico e miristico (HOUSTON, 2018), os quais o 6leo de coco
possui em sua composicio (ASSUNCAO et al, 2009).

Alguns estudos relacionam o consumo do 6leo de coco com altera¢des no perfil
lipidico. O estudo de Cox e colaboradores avaliou os efeitos do consumo de 54¢ por dia, durante
4 semanas, de 6leo de milho comparado com 6leo de coco sobre lipidios circulantes, em um

estudo randomizado, utilizando amostra de homens e mulheres com sobrepeso e dislipidemia.
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O 6leo de coco aumentou 4,6% do colesterol LDL, 5,8% do colesterol nao-HDL, 7,1% do
colesterol total, 6,5% do HDL e 6,0% de triacilglicer6is. Enquanto o consumo do 6leo de milho,
foi relacionado com a redugdo de todos esses lipides circulantes, exceto HDL. Ou seja, o
consumo de 6leo de coco modifica de forma desfavoravel o perfil lipidico (COX et al., 1995)

Em um ensaio maior, Cox e colaboradores realizaram um experimento sequencial
randomizado com 41 individuos sauddveis do Pacifico, com o objetivo de avaliar os efeitos
sobre o perfil lipidico do consumo de 6leo de coco, cirtamo e manteiga. Os participantes
consumiram cada um dos 3 tipos de gordura por 6 semanas, sendo que a gordura foi consumida
como 36% de energia total, com gorduras de teste fornecendo 46% de ingestao de gordura na
dieta. O consumo do 6leo de coco aumentou os niveis de colesterol, em niveis menores que a
manteiga, mas maiores que o 6leo de cartamo, assim como aumentou os niveis de LDL, HDL
comparado ao 6leo de cartamo (COX et al., 1998). Resultados similares aos observados no
estudo anterior (COX et al., 1995).

O estudo de Voon e colaboradores (2011) investigou os efeitos de dietas preparadas
com oleina de palma, 6leo de coco ou azeite de oliva virgem sobre marcadores de doenca
cardiovascular, em 45 adultos sauddveis. A intervencdo foi cruzada e randomizada com 3
sequéncias dietéticas de 5 semanas. As 3 gorduras de teste, foram incorporadas em dois tercos
de 30% do total das calorias de gordura. N&o foram observadas diferencas significativas nos
efeitos das trés dietas na homocisteina total plasmatica, e nos marcadores inflamatérios TNF-
a, [L-1P, IL-6 e Interleucina 8 (IL-8), proteina C-reativa (PCR) de alta sensibilidade e interferon
-y. No entanto a dieta com 6leo de coco apresentou indice lipidicos maiores comparados aos
outros tipos de dieta (VOON et al., 2011).

No estudo de Assuncdo et al. (2009) mulheres obesas entre 20 e 40 anos receberam
suplementos alimentares diarios compreendendo 30 mL de 6leo de soja ou 6leo de coco durante
um periodo de 12 semanas, associado a dieta hipocaldrica e atividade fisica. Nessa situacdo, a
suplementacio dietética com 6leo de coco nio causou dislipidemia (ASSUNCAO et al., 2009).

Algumas atribui¢des das propriedades cardioprotetoras do 6leo de coco estdo
baseadas no conteudo de 4cidos graxos de cadeia média, que seriam rapidamente absorvidos
pelo intestino, ndo participando do transporte de colesterol, assim como os compostos fendlicos
presentes no 6leo, que contribuiriam com a cardioprotecdo (BABU, 2014; DEBMANDAL,
2011). No entanto, os estudos que avaliam o consumo do 6leo propriamente dito mostram
efeitos diferentes (VOON et al., 2011; COX et al., 1998; COX et al., 1995).

O estudo recente de Eyres e colaboradores, analisou 21 artigos que avaliaram o

efeito do 6leo de coco ou produtos de coco nos perfis lipidicos séricos. De forma geral o artigo
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encontrou que o 6leo de coco geralmente elevou o colesterol total e o LDL comparado aos 6leos
vegetais insaturados, mas em menor grau do que a manteiga e conclui que os estudos de
intervencgdo até o momento sugerem a substituicdo do 6leo de coco por gorduras insaturadas, ja
que o consumo do 6leo de coco relacionou-se com alteracdes deletérias no perfil lipidico
(EYRES et al., 2016).

Percebe-se grande variedade entre os estudos nas doses utilizadas de 6leo de coco,
tempo de exposi¢do e nas populacdes investigadas, o que dificulta o entendimento dos efeitos
do consumo de 6leo de coco em relacao a redug@o no peso, perfil lipidico e riscos para outras
doencas.

Segundo a Sociedade Brasileira de Hepatologia a dislipidemia é um fator de risco
primario para o desenvolvimento de DHGNA (COTRIM, 2019) e existem poucos estudos que
avaliam a condicdo hepatica frente a utilizagdo do 6leo de coco. Recentemente um estudo
utilizando como modelo ratos sauddveis avaliou os efeitos da suplementagdo de 6leo de coco
de 10% e 15% em dietas suplementadas, durante 5 semanas. O perfil lipidico dos animais
suplementados mostrou redugdo significativa nos niveis de colesterol total, triglicerideos, LDL
e aumento dos niveis de HDL. O nivel de malondialdeido (MDA), um marcador de peroxidacao
lipidica, reduziu notavelmente e as atividades das enzimas antioxidantes hepdticas, superéxido
dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx), aumentaram nos ratos
suplementados. Ainda, a dieta suplementada modulou significativamente creatinina, sédio,
potéssio, cloreto, ALT, AST e fosfatase alcalina (ALP) em comparagdao ao controle. Os
resultados sugerem um efeito benéfico do dleo de coco no perfil lipidico, estado renal, sistema
de defesa antioxidante hepdtico e nos indices de risco cardiovascular em ratos (FAMUREWA
et al., 2018).

No entanto, Wall-Medrano et al. (2017), avaliaram os efeitos da ingestao dietética
de dietas com 10% de 6leo de semente de uva ou milho ou coco durante 28 dias em ratos albinos
sauddveis. O grupo 6leo de coco apresentou aumento nos niveis de triacilglicerdis séricos e
hepaticos e colesterol total, concomitante com reducdo nos niveis de colesterol HDL sérico,
comparado aos 6leos de uva e milho. A deposi¢ao hepatica de fitoesterdis foi menor no grupo
6leo de coco comparado aos outros 6leos (WALL-MEDRANO et al., 2017).

Interessantemente, dois estudos com modelos parecidos encontraram efeitos
totalmente distintos do consumo de 6leo de coco em relacdo aos impactos no perfil lipidico e
satde hepatica. Sendo um indicativo da importancia de mais estudos que avaliem os efeitos

metabodlicos do consumo deste dleo.
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2. JUSTIFICATIVA

Nos tltimos anos, a populacdo mundial apresentou grandes mudangas no seu padrdo
alimentar. Em relacdo aos 6leos vegetais, seu consumo tem aumentado no mundo todo,
substituindo parte do consumo de gorduras animais (BLASBALG, T.L. et al, 2011). De acordo
com o United States Department of Agriculture (USDA), no Brasil, o 6leo de soja € o mais
consumido.

Essa mudanca no consumo alimentar ocorreu pois nas tltimas décadas foram divulgadas
recomendacdes médicas e nutricionais para diminui¢do do consumo de dcidos graxos saturados
de origem animal, por sua relacdo com o aumento do risco de desenvolvimento de doenca
cardiovascular (ZELMAN, K., 2011).

O aumento da obesidade também esta relacionado com as transformagdes no consumo
alimentar, dados do Ministério da Saude (2018) mostram que 19% dos brasileiros sdo obesos e
54% da populacao apresenta sobrepeso.

Diariamente, podemos acompanhar nas midias diversos produtos como recursos no
tratamento de obesidade. No contexto dos produtos naturais, destaca-se o 6leo de coco,
considerado um alimento funcional reconhecido pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) como alimento préprio para suplementagdo, com base em dados de seguranca e
eficacia (BRASIL, 2017).

Como a gordura do 6leo de coco consiste principalmente em dcidos graxos saturados, a
recomendacdo € evitar seu consumo, porém, estudos recentes mostram que a maior parte de
seus 4cidos graxos sdo triglicerideos de cadeia média, que por serem rapidamente
metabolizados, ndo causam prejuizos ao organismo (CHANDRASHEKAR, P., LOKESH, B.
R.; GOPALA KRISHNA, A. G., 2010).

O figado € o principal 6rgdo metabdlico do corpo humano e desempenha papel
importante na regulagdo do metabolismo de carboidratos, gorduras e proteinas. A integridade
das fungdes hepdticas pode ser afetada pelo acimulo de gordura no tecido, sendo que a
composi¢do de macronutrientes da dieta pode influenciar no acimulo de gordura hepética
(PARRY & HODSON, 2017). Estudos que avaliam a integridade das fun¢des hepaticas frente
ao consumo de 6leo de coco sdo escassos e controversos, evidenciando a importancia da
producio cientifica nesta area.

Existem poucas informagdes relacionadas aos efeitos do consumo dos 6leos de coco no
desenvolvimento da obesidade, inflamacdo e alteracdes no metabolismo lipidico hepético.
Diante disso, nés hipotetizamos que o consumo de 6leo de coco e soja pode:

- Afetar o ganho de peso e adiposidade.



- Modificar o metabolismo hepatico de dcidos graxos.

- Afetar a resposta inflamatdria no figado.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar o papel do 6leo de coco no metabolismo de lipidios e a resposta inflamatéria no

figado de camundongos com 5 semanas.

3.2 Objetivos especificos

Caracterizacdo metabolica
Determinar a glicemia de jejum, tolerancia a glicose e a insulina, peso corporal (g) e
adiposidade (g) em camundongos machos, com 5 semanas de vida apds suplementagdo com

6leo de coco e 6leo de soja, durante o periodo de 8 semanas.

Resposta inflamatoria e dano hepdtico

Avaliar os niveis proteicos das citocinas IL1f e TNF-a no soro e no figado.

Avaliar a expressao das proteinas pNFkB, pJNK, pSTATS3 no figado.

Avaliar a expressdo génica das citocinas IL1p, TNF-a e quimiocinas CXCL2 e CX3CL1
no figado.

Avaliar a expressao génica das citocinas TNF-a e IL10 em células Hepa-1c1c7 tratadas
com o soro dos animais suplementados.

Avaliar a marcagdo de macréfagos no figado.

Avaliar os niveis séricos das enzimas hepdticas AST e ALT.

Metabolismo lipidico

Avaliar o acdmulo de lipidios hepaticos.

Avaliar os niveis séricos de triglicérides e colesterol.
Avaliar a excre¢do de lipidios nas fezes.

Avaliar a expressao dos genes CPT1a, GPAM e HMGRC no figado.

Estresse de reticulo e autofagia

Avaliar a expressdo das proteinas GPR78 e LC3II no figado.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Composigdo em dcidos graxos dos dleos

Foram utilizados 6leos comerciais: soja (Soya, Lote 1216A) e coco (Copra Extra
virgem, Lote 91113217).

A andlise da composi¢do em dcidos graxos foi realizada na Faculdade de Engenharia de
Alimentos da Unicamp (FEA/UNICAMP) utilizando cromatdgrafo em fase gasosa com coluna
capilar — CGC Agilent 6850 Series GC System, apds esterificacdo utilizando o método de
Hartman e Lago (1973). Os ésteres metilicos de dcidos graxos foram separados de acordo com
o método AOCS Ce 2-66 (AOCS, 2009) em coluna capilar DB — 23 Agilent (50% cyanopropyl-
methylpolysiloxano), com as seguintes dimensdes: 60m, didmetro interno: 0,25 mm e 0,25 pum
de espessura filme. Condi¢Oes de andlise: temperatura do forno: 110°C por Smin, 110°C-215°C
(5°C/min), 215°C por 24 min; temperatura do detector: 280°C; temperatura do injetor 250°C;
gds de arraste: hélio; razdo split 1:50; volume injetado: 1,0uL. A composi¢cdo qualitativa foi
determinada por comparacgdo dos tempos de retencdo dos picos com os dos respectivos padrdes
de acidos graxos. A composi¢do quantitativa foi realizada por normalizacdo de érea, sendo

expressa como porcentagem €m massa.
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4.2 Animais e Suplementacao

Os procedimentos experimentais envolvendo animais foram realizados de acordo com
a Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério (SBCAL) e previamente
aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) (5129-1) da Universidade
Estadual de Campinas (UNICAMP). Cinquenta camundongos Swiss machos (5 semanas de
idade) foram obtidos do CEMIB/UNICAMP. Eles foram divididos aleatoriamente em 5 grupos
de 10 animais cada e receberam diariamente por via oral 100uL de dgua (Controle - CO) ou
foram suplementados com 100uL de 6leo de coco (OC100), 300uL de 6leo de Coco (OC300),
100uL de 6leo de soja (OS100) e 300uL de 6leo de soja (OS300). A dose de 100uL foi
determinada por nao ultrapassar os limites didrios de ingestdo de acidos graxos saturados, ja a
dose de 300uL ultrapassa esse limite fisiolégico e € o volume méximo que os camundongos
podiam receber por via oral no inicio da suplementacdo. Os animais foram mantidos em
microisoladores individuais com dgua e rag¢do padrado ad libitum (Nuvilab® CR-1, Nuvital, PR
- Brasil), em uma sala com temperatura controlada (22-24°C) e ciclo claro/escuro (12 horas)

durante as 8 semanas de tratamento.

4.3 Andlise de peso corporeo e indice hepatossomadtico

O peso corporal (g) de todos os animais dos cinco grupos (CO, OC100, OC300, OS100,
0S300) foi avaliado semanalmente durante o periodo de suplementagdo. O indice

hepatossomatico se d4 pelo peso do figado relativo ao peso corporal.

4.4 Teste de tolerdncia a insulina

O teste foi realizado ao final do periodo experimental dos protocolos descritos. Seis
animais por grupo foram deixados em jejum durante 12 horas (overnight), realimentados por 2
horas e um segundo jejum de 4 horas foi executado. Por meio de corte na extremidade da cauda
do animal foi efetuada a primeira coleta de sangue que equivaleu ao tempo O do teste. Apos
essa coleta, a insulina (1,5 UI/Kg de peso corporal) foi injetada intraperitonealmente e amostras
de sangue foram coletadas pela cauda nos tempos 0, 5, 10, 15 e 20 minutos para a determinagao

da glicose sérica.



36

4.5 Teste de tolerancia a glicose

O teste foi realizado ao final do periodo experimental dos protocolos descritos. Seis
animais por grupo foram deixados em jejum durante 12 horas (overnight), realimentados por 2
horas e um segundo jejum de 4 horas foi executado antes do desafio com glicose. Por meio de
corte na extremidade da cauda do animal foi efetuada uma primeira coleta de sangue para a
dosagem de glicemia, o que equivale ao tempo zero (t0) do teste. Em seguida, foi realizada a
injecdo de uma solucdo glicosada a 25% (1 g/Kg de peso corporal), administrada
intraperitonealmente, com posteriores coletas de amostras sanguineas nos tempos 15, 30, 60,

120 minutos, para as dosagens de glicose.

4.6 Extracdo de tecidos

Sete animais de todos os grupos foram anestesiados (ketamina 200mg/kg de peso
corporal e diazepam Smg/kg de peso corporal, i.p) e eutanasiados para coleta do figado e
sangue. Além disso, os tecidos adiposos retroperitoneal e epididimal foram coletados e pesados

para avaliar o peso relativo (%).

4.7 Anadlise por Real Time PCR

O RNA total do figado foi extraido usando o reagente Trizol® (Invitrogen Corporation,
CA, EUA) de acordo com as recomendagdes do fabricante. O RNA total foi quantificado em
um Nanodrop ND-2000 (Thermo Electron,WI, EUA), ap6s a quantificacdo foram mantidas de
4 a 6 amostras por grupo para as etapas seguintes. A transcri¢ao reversa foi realizada com 3 pg
de RNA total e um kit de alta capacidade para transcri¢do reversa- cDNA (Life Technologies
Corporation, Carlsbad, CA, EUA). A expressao relativa foi determinada utilizando o sistema
de deteccdo Tagman e primers para os genes-alvo: Mm00443258_ml para Tnf-a; IL10,
MmO00436450_m1 para Cxcl2, Mm00436454_m1 para Cx3cl, Mm 01231183_m1 para Cptla,
Mm 00833328_m1 para Gpam, Hmgcr e ACTB foi utilizado como controle enddgeno
(4351315, Life Technologies Corporation, Carlsbad, CA, USA). Cada PCR continha 20ng de
cDNA. A expressdo génica foi quantificada por PCR em tempo real, realizada na plataforma
ABI Prism 7500 Fast. Os dados foram analisados utilizando Sequence Detection System 2.0.5

(Life Technologies Corporation, Carlsbad, CA, USA) e expressos com valores relativos
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determinados pelo ciclo de limiar comparativo (Ct) método (2—A A Ct) de acordo com as

recomendacdes do fabricante.

4.8 Analises por Western Blot

Cinco amostras do figado (por grupo) foram homogeneizadas em tampdo gelado
previamente preparado (10mM EDTA; 100mM Tris, pH 7.4; 100mM pirofosfato de sddio;
10mM fluoreto de s6dio; 10mM ortovanadato de s6dio; 2mM PMSF; 0.01mg/mL aprotinina;
1% (v/v) Triton X-100). O material insolivel foi removido por centrifugagdo (11.500 rpm)
durante 30 min a 4°C. A concentracao de proteina do sobrenadante foi determinada pelo método
de Biureto (Gornall; Bardawill; David,1949). O sobrenadante foi diluido em tampao Laemmli
e fervido por 5 minutos antes da separacdo por SDS-PAGE usando um mini aparato para gel
(Bio Rad, Richmond, CA, USA). A eletrotransferéncia das proteinas do gel para a membrana
de nitrocelulose foi realizada durante 90 minutos a 120V (constante). As membranas de
nitrocelulose foram incubadas com anticorpos especificos. Os anticorpos primérios utilizados
foram; pNF-xB (#3033S, Cell Signaling Technology); pSTAT3 (#9145S, Cell Signaling
Technology); pJNK (#4255S, Cell Signaling Technology); LC3 (ab48394, ABCAM), GPR78,
o controle endégeno foi: B-actin (#4967S). Apds o periodo de incubacdo com os anticorpos
especificos, as membranas foram incubadas com anticorpo secunddrio conjugado HRP-
conjugated secondary antibodies (KPL, Gaithersburg, MD, USA). As proteinas reconhecidas
pelo anticorpo secundario foram detectadas por SuperSignalTM West Pico Chemiluminescent
Substrate (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) e visualizadas pela exposi¢do das
membranas em fotodocumentador. As intensidades das bandas foram quantificadas por
densitometria Optica utilizando Scion Image Software (ScionCorp, MD, USA). As intensidades

das bandas foram normalizadas por ACTB (Benatti et al., 2014; Melo et al., 2014).

4.9 Imunofluorescéncia

Trés animais de todos os grupos foram anestesiados, em seguida procedeu-se perfusao
cardiaca com 4% de paraformaldeido — PFA (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Os figados
foram extraidos e fixados em PFA 4%. Em seguida, os tecidos foram incorporados em Tissue-
Tek (Sakura, Torrance, CA, USA), congelados e seccionados em cortes de 15um. Os cortes
foram incubados com solugdo de bloqueio (1% BSA; Sigma-Aldrich, St.Louis, MO, USA) por
90 min. Em seguida, eles foram incubados com anticorpos especificos durante 12h. O anticorpo

primario utilizado foi: F4/80 1:200 (ab-6640, Abcam, Cambridge, MA, USA). Como anticorpo



38

secundério foi utilizado Goat to rat - Cy3 1:1000 (ab-6953, Abcam, Cambridge, MA, USA).
DAPI 1:2000 (D9542, Sigma) foi utilizado como marcador nuclear. As imagens foram obtidas
em microscopio Optico de fluorescéncia ampliadas em 200x. O software Image J
(http://rsbweb.nih.gov/ij/) foi utilizado para contagem automética de células, sendo utilizados

imagens de trés cortes em diferentes profundidades por animal.

4.10 ELISA

Quatro amostras de figado por grupo foram homogeneizados em PBS + inibidor de
protease e centrifugados a 2.000 rpm durante 10 minutos a 4 °C. A produgdo de IL-1B e TNF-
a foi avaliada através do método de ELISA utilizando Kits Duo Set (R&D System, Mineapolis,
MN, USA), conforme instru¢des do fabricante. A leitura foi realizada em espectrofotdmetro a
450 nm. Para as andlises estatisticas, os dados foram normalizados com a concentracao de
proteina tecidual, quantificada pelo método de Biureto (Gornall; Bardawill; David,1949). O
conteddo sérico de 6 animais por grupo de IL-1 e TNF-a foi determinado diretamente pelo

método de ELISA.

4.11 Anadlises bioquimicas do soro

O colesterol total e triglicérides no soro de 4 a 6 animais por grupo foram determinados
utilizando os kits enziméaticos Colesterol (1770080, Labor Lab) e Triglicérides (1770290, Labor
Lab), respectivamente. Para determinar as transaminases AST e ALT no soro foram utilizados
os kits enzimaticos Transaminase AST (TGO) Cinética (K048, Bioclin) e Transaminase ALT

(TPG) Cinética (K049, Bioclin). As andlises foram feitas conforme instru¢des do fabricante.

4.12 Extragao de lipidios

A extracdo de lipidios das fezes de todos os animais e do figado de 4 a 6 animais por
grupo foi realizada de acordo com a metodologia de Folch, Lees e Sloane-Stanley (1957). Os
lipidios totais nas fezes foram quantificados pela diferenca de peso entre o tubo contendo os
lipidios e o mesmo tubo vazio, previamente pesado. Os lipidios totais hepdticos foram
ressuspendidos em dlcool isopropilico e o colesterol total e triglicérides hepaticos foram

determinados utilizando os kits enzimaticos Colesterol (1770080, Labor Lab) e Triglicérides
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(1770290, Labor Lab), respectivamente. As andlises foram feitas conforme instrucdes do

fabricante.

4.13 Cultura e tratamento de células

Foi utilizada a linhagem celular hepética de camundongos (Hepa-1clc7 ATCC CRL-
2026).

As células foram cultivas em meio de cultura aMEM (Alpha Modified Eagle’s Medium,;
Invitrogen) com 1% de penicilina (100 U/mL)/estreptomicina (100 pg/mL) (Invitrogen) e
mantidas em estufa incubadora a 37°C de temperatura, 5% de CO; e 80% de umidade até o
ponto de confluéncia.

As células foram colocadas em placas de 6 pocos e expostas a 5% do soro de 3 a 4
animais dos grupos controle ou suplementados com 6leo de coco ou soja por 24 horas. As

células foram extraidas para posterior andlise por Real Time PCR.

4.14 Analises Estatisticas

Os resultados sdo apresentados como a média + erro padrdao da média (S.E.M). Os dados
foram analisados usando a andlise unidirecional de varidncia (ANOVA) seguida de multiplas
comparacdes entre grupos usando o teste post-hoc de Bonferroni ou comparagdo entre dois
grupos usando o teste t de Student. A significancia estatistica para todas as andlises foi
estabelecida em p <0,05. Todas as comparacdes estatisticas foram realizadas utilizando

GraphPad Prism 6.01 (http://www.graphpad.com/scientific-software/prism/).



5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Tabela 2. Composi¢ao dos 4cidos graxos dos dleos de coco

COMPOSICAO DE ACIDOS GRAXOS
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Acido graxo

Oleo de coco

Oleo de soja

C 6:0 capréico (% m/m) 0,570 -
C 8:0 caprilico (% m/m) 7590 0 e
C10:0 caprico (% m/m) 6,210 -
C12:0 laurico (% m/m) 48,360 0,180
C14:0 miristico (% m/m) 18,850 0,190
C15:0 pentadecandico (% m/m) 0,010 0,020
C16:0 palmitico (% m/m) 8,710 10,960
C16:1 palmitoléico (% m/m) 0,000 0,090
C17:0 margarico (% m/m) 0,020 0,100
C17:1 cis-10-heptadecendico (% m/m) 0,000 0,060
C18:0 estearico (% m/m) 3,310 3,400
C18:1 oléico (% m/m) 5,300 25,520
C18:2 trans t-linoléico (% m/m) e 0,110
C18:2 linoléico (% m/m) 0,790 52,070
C18:3 trans t-linolénico (% m/m) e 0,140
C18:3 linolénico (% m/m) 0,050 5,880
C20:0 araquidico (% m/m) 0,100 0,380
C20:1 eicosendico (% m/m) 0,030 0,230
C22:0 behénico (% m/m) 0,020 0,510
C24:0 lignocérico (% m/m) 0,040 0,190
TOTAL (%) 100 100

AG SAT 93,790 15,930
AG MONO 5,330 25,840
AG POLI 0,840 57,950
TOTAL (%) 100 100

Relacao 6:03 16:1 9:1
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5.1 Parametros zoométricos e perfil lipidico apos a suplementagdo

Avaliou-se os parametros zoométricos dos animais submetidos a suplementagao de 6leo
de coco em diferentes doses (OC100, OC300) ou soja em diferentes doses (OS100, 0S300)
comparados aos animais que receberam dgua (CO). Os parametros avaliados foram peso
durante o tratamento (Figura 1A), ganho de peso (Figura 1.B), adiposidade epididimal e
retroperitoneal (Figura 1.C e D), indice hepatossomdtico (Figura 1.E) que representa a massa
do figado relativizada pelo peso corpdreo e total de lipidios nas fezes (Figura 1F).

Os animais dos grupos suplementados com 6leo de coco apresentaram maior ganho
de peso a partir da segunda semana até o final do tratamento (Figura 1.A e B). A adiposidade
epididimal também se mostrou aumentada nos grupos OC100 e OC300 (Figura 1.C). O grupo
OC300 foi o dnico a apresentar maior adiposidade retroperitoneal em relacdo ao grupo CO
(Figura 1.D). Como pode ser visualizado na figura (Figura 1.E), ndo foi observada nenhuma
diferenca na massa do figado entre os grupos.

O estudo de Manio et al., (2018) avaliou o consumo de 6leo de coco inserido na
dieta de camundongos C57BL/6N, durante 30 dias. Os camundongos foram divididos em
grupos que receberam baixo teor de gordura (10% kcal de 6leo de soja), 6leo de coco (10% kcal
de dleo de soja, 20% kcal de dleo de coco) ou 6leo de soja (30% kcal de 6leo de soja). O estudo
nao encontrou diferencas entre os grupos em relacdo ao ganho de peso, mas a ingestdo alimentar
dos grupos com 30% de gordura na dieta estava diminuida, tornando essa ingestdo isocaldrica
entre os grupos (MANIO et al., 2018).

Um estudo com humanos, avaliou o efeito do consumo diario de 6leo de coco
virgem (VCO) nos niveis de lipoproteinas plasmaticas e eventos adversos. A populacido do
estudo era de 35 voluntarios tailandeses saudaveis, com idades entre 18 e 25 anos. Os
participantes receberam por 8 semanas 15 mL de 6leo de coco ou 15 mL de solugdo de
carboximetilcelulose, duas vezes ao dia. O estudo ndo observou alteracdes no peso entre 0s
grupos e verificou aumento de HDL no plasma do grupo suplementado com 6leo de coco. No
entanto a ingestdo alimentar ndo foi mensurada e no grupo de 6leo de coco 71,9% dos
participantes relataram eventos diarreicos (CHINWONG et al., 2017).

Ratos saudaveis suplementados com 10% de 6leo de coco de 10% em suas dietas,
apresentaram diminui¢do do peso em relacdo a dieta controle apds oito semanas, no entanto o
grupo suplementado com 15% de 6leo de coco na dieta ndo apresentou alteracdo no peso. No

estudo ndo foi avaliada a ingestdao alimentar dos ratos (FAMUREWA et al., 2018).
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Muthuramu et al., (2017) avaliaram em camundongos C57BL/6 os efeitos da
suplementacdo dietética de 10% o6leo de coco e 0,2% de colesterol sobre cardiomiopatia
induzida por constricdo adrtica transversal (TAC). Os animais foram expostos a dieta durante
5 semanas e o grupo Sham que recebeu 6leo de coco ndo apresentou diferencas em relacdo ao
peso corpéreo e peso do figado comparado ao grupo controle Sham. No entanto, o estudo
encontra que mesmo na auséncia de obesidade, resisténcia a insulina ou esteatose cardiaca a
dieta com 6leo de coco aumentou o estresse oxidativo e agravou a cardiomiopatia induzida por
sobrecarga de pressaio (MUTHURAMU et al., 2017)

A ingestdo dietética de dietas 10% de 6leo de semente de uva, milho ou coco
durante 28 dias por ratos albinos saudaveis ndo resultou em modificagdes no peso corpdreo e
no peso do figado, no entanto o figado dos animais expostos a dieta com 6leo de coco
apresentou aumento na porcentagem de gordura (WALL-MEDRANO et al., 2017).

No trabalho de Quitete et al., 2019 ratos Wistar fémeas foram suplementadas com
6leo de soja ou 6leo de coco (0.5g/kg de peso) durante o periodo de lactagcdo, e os parametros
zoométricos da prole adulta (180 dias) suplementada com a mesma dose de 6leo de coco ou nao
foram avaliados. O leite das maes que receberam 6leo de coco apresentou maiores niveis de
colesterol, triglicérides e diminui¢do dos niveis de leptina, além de ser mais calérico, quando
comparado ao leite das maes suplementadas com 6leo de soja. As maes e a prole durante o
periodo de lactagdo nao apresentaram diferengas na ingestdao alimentar, ganho de peso e gordura
visceral. Ao final dos 180 dias a prole de méaes que receberam 6leo de coco durante a lactagao
ndo suplementadas pos desmame apresentaram maior ganho de peso, aumento da ingestdao
alimentar, maior actimulo de gordura visceral e diminuicdo de massa magra, quando
comparadas a prole de maes suplementadas com 6leo de soja. Interessantemente, a prole
suplementada com Oleo de coco pds desmame teve menor ingestdo alimentar quando
comparada a prole que somente as maes foram suplementadas com 6leo de soja ou de coco,
com ganho de peso semelhante a prole que ndo recebeu 6leo de coco, porém com menor gordura
visceral quando comparada a esse grupo. Esses dados demonstram que a suplementagdo com
6leo de coco durante a lactacdo leva a desordens metabolicas na prole (QUITETE et al., 2019).

Nota-se que sdo raros os estudos que avaliam a suplementagdo dietética de 6leo de
coco como aplicada neste trabalho, a maioria dos estudos avaliam a inclusdao do 6leo na dieta
ou a suplementacdo materna. Como discutido acima Manio et al., 2018 ndo encontrou
diferencas entre o ganho de peso nos grupos 6leo de coco, no entanto a ingestdo alimentar estava
diminuida nos grupos com maior porcentagem de gordura na dieta. O estudo de Chinwong et

al., 2017 que avaliou a suplementacdo de 6leo de coco em humanos, ndo encontrou alteragdes
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no peso, no entanto demonstrou que o grupo suplementado relatou diarreia o que pode ter
interferido na absor¢@o de nutrientes dos participantes. Famurewa et al., 2018, Muthuramu et
al., 2017 e Wall-Medrano et al., 2017 nd@o avaliaram a ingestdo alimentar e a composi¢do das
fezes dos animais.

A inclusdo de gordura na dieta pode interferir na ingestdo alimentar ou induzir
diarreia, podendo relacionar-se com a auséncia de alteragdes em alguns estudos que aumentam
a porcentagem de gordura na dieta. No presente trabalho, as doses de suplementagao utilizadas
de 6leo de coco ndo modificaram a ingestdo alimentar dos animais mas diminuiram o gasto
energético e a atividade locomotora nos ciclos claro e escuro dos grupos OC100 e OC300
(dados do grupo ainda ndo publicados), adicionalmente, a suplementacdo com os diferentes
Oleos ndo alterou a excrecdo lipidica nas fezes (Figura 1.F). Visto que os camundongos
suplementados com 6leo de coco nao apresentaram alteragdes na ingestdo alimentar e excrecao
lipidica nas fezes, mas prejuizos na taxa metabdlica e locomocgao, justifica-se os resultados de
aumento de peso e adiposidade, diferentemente dos dados encontrados na literatura, que
mostraram influéncias de alteragdes na ingestdo e perda de nutrientes nas fezes, como discutido
anteriormente. Nesse sentido, a suplementacdo de 6leo de coco frente ao consumo alimentar
inalterado resultou no aumento do depésito de tecido adiposo (Figura 1 A-D).

O indice hepatossomdtico € um indicador de alteracdes no tamanho do figado
(RAHARDIJO et al., 3013), ndo foram observadas alteracdes neste indice (Figura 1.E) e outros
trabalhos como os de Wall-Medrano et al., (2017) e Muthuramu et al., (2017) que avaliam os

efeitos da ingestdo do 6leo de coco, também ndo encontraram alteragdes morfoldgicas no 6rgdo.
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Figura 1. Parametros zoométricos de camundongos suplementados por 8 semanas com 6leo de coco ou
6leo de soja. A e B. Ganho de peso. C. Adiposidade epididimal. D. Adiposidade retroperitoneal. E.
Indice hepatossomatico. F. Lipidios totais nas fezes. Valores representados como média + erro padrio
(SEM); *Diferenca estatistica significativa (p<0,05) em relacao ao CO. n = 10 animais por grupo (A, B,
F), n = 7 animais por grupo (C,D,E).

O perfil lipidico dos camundongos também foi avaliado, todos os grupos
suplementados com os Oleos apresentaram aumento do conteido de colesterol total e
triglicérides no soro (Tabela 3).

No entanto, somente os animais suplementados com 6leo de coco (OCI00 e
0OC300) apresentaram maiores niveis séricos de AST. Niveis elevados de ALT e AST indicam

dano hepatocelular e a elevacdo destes parametros podem ser indicativos de esteato-hepatite
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(LALA; MINTER, 2019). No estudo de El-Fattah e Barakat, 2013, ndo foram observadas
alteracdes nos niveis séricos de AST entre ratos Sprague Dawley machos alimentados com
dietas contendo azeite de oliva ou oléo de coco virgem por 4 semanas. Imafidon e Okunrobo,
2012 investigaram o efeito da suplementacdo dietética com 10% de 6leo de palma, coco ou
amendoim por 6 semanas em parametros bioquimicos de funcdo hepética, sendo o grupo
suplementado com 6leo de coco capaz de aumentar os niveis séricos de AST.

Com base nos achados de lipidios séricos, o conteido lipidico hepéatico foi
investigado e observou-se maior acimulo de triglicerideos no figado dos animais OC300,
comparados aos controles e aos OC100 (Figura 2.A). Em relacdo ao colesterol hepatico
observou-se maior acimulo nos grupos que receberam 6leo de coco comparados ao controle
(Figura 2.B).

Um estudo brasileiro, de Resende et al., (2015) encontrou resultados semelhantes
aos do presente trabalho. O estudo verificou os efeitos da suplementagdo com 6leo de coco na
composi¢do corporal e perfil lipidico de ratos Wistar submetidos a exercicio fisico. A
suplementa¢do com 6leo de coco foi de 3 mL/Kg de massa corporal e o meio de administracao
foi gavagem, durante 28 dias. Tanto o grupo sedentario quanto o exercitado suplementados
apresentaram maiores niveis plasmadticos de triglicérides, VLDL, LDL, HDL e menor razao
LDL/HDL, sendo que o grupo exercitado suplementado apresentou pior perfil lipidico que o
exercitado ndo suplementado (RESENDE et al., 2015).

Oliveros e colaboradores investigaram os efeitos de uma dieta rica em gordura
saturada proveniente do 6leo de coco no metabolismo lipidico, oxidativo e na renovacdo do
acido araquidonico em macréfagos peritoneais residentes em camundongos. O estudo utilizou
camundongos C57BL / 6 fémeas. A dieta experimental foi introduzida apds o desmame,
contendo 6leo de coco ou 6leo de soja como fonte de gordura (15% do valor energético total da
dieta), por 6 semanas. A concentracdo de lipidios totais, triglicerideos, colesterol (LDL +
VLDL), substancias reativas ao d&cido tiobarbitirico (TBARS) e glutationa reduzida
aumentaram no plasma de camundongos alimentados com a dieta que continha 6leo de coco
(OLIVEROS et al., 2004)

Wall-Medrano et al. (2017), avaliaram os efeitos da ingestao de dietas com 10% de
6leo de semente de uva, milho ou coco durante 28 dias em ratos albinos sauddveis. O grupo
6leo de coco apresentou aumento nos niveis de triacilglicerdis séricos e hepaticos e colesterol
total, concomitante com reducdo nos niveis de colesterol HDL comparados aos 6leos de uva e

milho (WALL-MEDRANO et al., 2017).
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O aumento da ingestao dietética de gordura € um fator que resulta em dislipidemia
(SHANMUGASUNDARAM et al.,, 1986) e em todos os grupos suplementados no nosso
trabalho observamos altera¢des no perfil lipidico. No entanto, o que a literatura e o presente
estudo mostram € que a resposta metabdlica € mais afetada nos animais que recebem como
fonte de gordura o 6leo de coco. O estudo de Oliveros et al., (2004) que compara diferentes
dietas hiperlipidicas mostra perfis lipidicos ruins no grupo suplementado com 6leo de coco e
Wall-Medrano et al. (2017) que avalia os efeitos metabdlicos de diferentes 6leos em condicdes
normolipidicas também encontra dislipidemia e aumento da deposicao de gorduras no figado
dos animais submetidos a ingestao da dieta com 6leo de coco.

No entanto, vale ressaltar, que existem estudos que encontram efeitos metabdlicos
contrérios, nos quais, o 6leo de coco melhora o perfil lipidico dos animais como o de Famurewa
et al., (2018), que mostrou que ratos saudaveis com dietas suplementadas com 10% e 15% de
6leo de coco durante 5 semanas apresentaram redugdo significativa nos niveis de colesterol
total, triglicerideos, LDL e aumento dos niveis de HDL (FAMUREWA et al., 2018).

O ¢6leo de coco € majoritariamente constituido de dcidos graxos saturados de cadeia
média e estudos apontam que os AGCM podem melhorar o perfil lipidico e reduzir a deposi¢cdo
de gordura no figado. Como o de Huizi et al., (2018), que estudou camundongos com
hipercolesterolemia alimentados com dieta rica em AGCM por 16 semanas. Ao final do
experimento os animais da dieta rica em AGCM apresentaram melhor perfil metabdlico e
lipidico. O estudo de Ronis et al., (2013) mostrou que a substitui¢do do 6leo de milho pelo 6leo
de TCM foi benéfico para diminui¢do da gravidade da doenga hepatica gordurosa em ratos
(RONIS et al., 2013). No entanto o 6leo utilizado nestes estudos € constituido de 54% de
caprilico (C8:0) e 41% de céprico (C:10), composi¢do totalmente diferente do 6leo de coco
extra virgem, que possul 6 € 7% destes 4cidos graxos respectivamente € € majoritariamente
composto de 4cido laurico (48,3%).

Denke e Grundy, 1992 avaliaram os efeitos do dcido laurico nos lipidios e lipoproteinas
plasméticos comparados com os efeitos do 4cido palmitico e dcido oleico em homens, por 3
semanas. A dieta com alto teor de ldurico resultou em maiores concentracdes de colesterol total
e colesterol LDL no plasma, quando comparada a dieta com alto teor de 4cido oleico (DENKE;
GRUNDY, 1992). Themme et al., (1996) também investigaram o efeito nos lipidios séricos e
lipoproteinas de dietas ricas em &cidos laurico, palmitico ou oleico. Homens e mulheres
consumiram as dietas experimentais, cada uma por 6 semanas. Com a dieta com acido laurico,
a concentracao sérica de colesterol total e HDL dos individuos apresentou-se aumentada em

comparag¢do com a dieta com dcido palmitico ou 4cido oleico (THEMME et al.,1996)
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O estudo de Woollett e colaboradores, 1992 investigou a participa¢do de cada 4cido
graxo saturado no aumento de colesterol LDL. Hamsters foram alimentados com dietas
adicionadas de colesterol (0,14%) e triacilglicerdis em vdrias concentragdes, durante 30 dias.
Apenas os 4cidos graxos 12:0, 14:0 e 16:0 (ldurico, miristico e palmitico), mas ndo os
compostos 6:0, 8:0, 10:0 e 18:0 (caproéico, caprilico, caprico e estedrico) aumentaram a fragdo
lipidica no figado e colesterol LDL circulante (WOOLLETT et al., 1992). Ou seja, o 4cido
laurico, presente no 6leo de coco pode ter contribuido para o aumento de depdsito de lipideos
no figado dos animais suplementados com esse 6leo, o que ndo foi observado no grupo
suplementado com 6leo de soja. Os 6leos ricos em PUFAs estdo associados com a prevencao

de DHGNA (HERNANDEZ et al., 2016) e o 6leo de soja contém 57,9% de PUFA’s.

Tabela 3. Niveis séricos de colesterol total, triglicérides, AST e ALT.

CO OC100 0OC300 0S100 0OS300
Colesterol total (mg/dL) 53,86+11,94 76,91+7,29" 76,91+7,29" 74,22+7,19" 82,78+20,30"
Triglicérides  (mg/dL) 191,70+1,61 208+2,743" 208,70+1,77" 209,80+0,88" 208,50+2,14"
AST (U/L) 241,53£15,3 340,47+16,2" 444,65+58 4" 239,45+10,8 323,01+71,4
ALT (U/L) 123,67+23,7 170,72+16,9 148,41+11,8 133,86+29,1 80,32+10.,9

Valores representados como média + erro padrao (SEM); Letras diferentes significam diferenca estatistica p<0.05;

n = 4-7 animais por grupo.
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Figura 2. Niveis hepaticos de triglicérides e colesterol total. A. triglicérides hepatico. B. Colesterol
hepatico total. Valores representados como média + erro padrio (SEM); *Diferenga estatistica

significativa (p<0,05) em relacdo ao grupo CO; # Diferenga estatistica significativa (p<0,05) entre os
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grupos OC100 e OC300; & Diferenca estatistica significativa (p<0,05) entre os grupos OC100 e OS100;
$ Diferenca estatistica significativa (p<0,05) entre os grupos OC300 e OS300. n = 4-6 animais por grupo.

5.2 Perfil glicémico apds a suplementacdo

A glicemia dos camundongos foi avaliada em jejum de 12 horas ao final da quarta
e da oitava semanas de suplementagdo. A glicemia em jejum ndo variou em fungdo da
suplementagdo (Figura 3.A). Para investigar mais profundamente a homeostase glicémica os
animais foram submetidos aos testes de tolerancia a glicose e a insulina.

Comparando-se o grupo OS100 com o grupo CO, observa-se que os animais do
grupo OS100 possuem intolerincia a glicose, pois apresentaram uma curva glicémica alterada
temporariamente que retornou ao normal duas horas apds a sobrecarga de glicose (Figura 3.B).
O grupo OC300, quando comparado com o grupo controle, apresentou maior sensibilidade a
insulina (Figura 3.C).

ApOs suplementacido com o menor volume de Oleo de soja, nossos animais
demonstraram intolerancia a glicose. Esse achado € corroborado por Ikemoto e colaboradores
(1996), que alimentou camundongos C57/BL6 com uma dieta hiperlipidica com 60% de
gorduras provenientes do 6leo de soja durante 18 semanas e observou niveis elevados de glicose
sanguinea durante o teste de tolerancia a glicose. O 6leo de soja € rico em 4cidos graxos poli-
insaturados, como o oméga-6, que apresenta correlagdo positiva com resisténcia a insulina
(PIMENTEL et al, 2010). Porém, vale ressaltar que no teste de tolerancia a insulina os grupos
suplementados com soja apresentaram taxas de glicemia normais.

Os animais suplementados com 300uL de 6leo de coco apresentaram maior
sensibilidade a insulina (Figura 3.C). Na literatura, ndo foram encontradas diferencas na
sensibilidade a insulina em camundongos C57/BL6 que receberam dieta hiperlipidica com 6leo
de coco por 35 semanas, no entanto os animais que receberam dieta hiperlipidica com 6leo de
soja aprestaram intolerancia a glicose (DOEL et al, 2015).

O estudo de Narayanankutty et al., (2016), investigou a capacidade do 6leo de coco em
prevenir os efeitos metabdlicos de dieta rica em frutose. Ratos Wistar alimentados com dietas
ricas em frutose com diferentes fontes lipidicas, 6leo de coco virgem ou 6leo de coco refinado
foram comparados com dieta de referéncia com carboidratos complexos e 6leo de amendoim,
nas mesmas proporc¢des das dietas de intervengdo. Os animais alimentados com dietas com
6leo de coco refinado apresentaram prejuizos no controle glicémico e maior resisténcia a
insulina. No entanto, os animais alimentados com dieta com 6leo de coco virgem apresentaram

tolerancia a glicose semelhante a dieta de referéncia, apontando que o 6leo de coco virgem
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preveniu o descontrole glicEmico promovido pela dieta rica em frutose, sendo esse efeito
atribuido aos compostos fendlicos presentes no 6leo de coco virgem como 4cido cafeico, dcido
ferdlico e catequina, que sdo perdidos apdés o processo de refino do Oleo
(NARAYANANKUTTY et al., 2016).

Em outro estudo, camundongos machos BALB /c foram divididos em dois grupos e
alimentados com dieta controle ou rica em carboidratos refinados (HC) para induzir obesidade
por oito semanas. Na nona semana, os ratos alimentados com dieta HC foram aleatoriamente
reagrupados em quatro grupos suplementados com diferentes doses de 6leo de coco virgem de
1000-9000 mg /kg. Independentemente da dose utilizada, a suplementagao com VCO promoveu
menor adiposidade e também melhora na tolerancia a glicose, menores niveis séricos de glicose
e lipidios e diminui¢do da esteatose hepética (ZICKER et al., 2019).

O estudo de Vijayakumar et al., (2016), com humanos, foi conduzido para
investigar o impacto do 6leo de cozinha (6leo de coco ou 6leo de girassol) no perfil lipidico,
mecanismo antioxidante e fun¢do endotelial em pacientes com doenca cardiovascular (DCV).
Em um estudo randomizado em um tnico centro na India, pacientes com DCV estdvel em
atendimento médico padrdao foram designados para utilizar 6leo de coco ou 6leo de girassol
como meio de cozimento por 2 anos. Nao houveram alteracdes no perfil glicEmico dos
participantes de ambos os grupos (VIJAYAKUMAR et al., 2016).

Nota-se que os estudos apontam que o 6leo de coco ndo altera ou pode melhorar o perfil
glicémico em condi¢des de exposi¢cdo a dieta de inducdo de obesidade, rica em carboidratos
refinados, em animais. No entanto, ndo encontramos estudos que avaliem os efeitos do dleo de
coco sobre a glicemia de animais ou humanos em uma dieta equilibrada, o estudo de
Vijayakumar et al., 2016 que avaliou o consumo de 6leo de coco a longo prazo em humanos,
ndo encontrou alteragdes no perfil glicémico. Nos presentes achados, a maior dose de dleo de
coco determinou aumento na sensibilidade a insulina, no entanto a glicemia de jejum ndo foi
alterada, sendo necessdrio outros experimentos que avaliam o impacto da suplementacido do
6leo de coco sob a homeostase glicEmica, para que os padrdes de resposta sejam identificados

e conclusdes consistentes possam ser geradas.
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Figura 3. Efeitos da suplementagcdo com 6leo de coco ou 6leo de soja na homeostase glicémica. A.
Glicemia em jejum apods 4 e 8 semanas de suplementacdo. B. Teste de tolerdncia a glicose ap6s 8
semanas de suplementacdo. C. Teste de tolerdncia a insulina apds 8 semanas de suplementacio. Valores
representados como média + erro padrao (SEM); *Diferenca estatistica significativa (p<0,05) em relacdo
ao CO. n = 6 animais por grupo.
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5.3 Perfil inflamatorio apos suplementagcdo

Para investigar alteracdes no perfil inflamatério no figado de animais
suplementados com Oleo de coco foram realizas diversas técnicas com marcadores
inflamatérios, como imunofluorescéncia, anélise de RNAm (no tecido hepdtico e em células
Hepa-1c1c7) e de conteddo proteico por técnicas de ELISA no soro e no figado e Western Blot
no figado.

Em relacdo ao perfil inflamatério, o grupo OC300 foi o que apresentou maior
quantidade de alteracdes. A suplementacdo com 300uL de 6leo de coco levou a aumento de
células F4/80 + (Figura 4.A-B), de RNAm de Cxcl2, Cx3cll e TNF-a quando comparado ao
grupo CO (Figura 5.A-C). O grupo OC300 também apresentou aumento do conteudo proteico
de pNFkB e pSTAT3 e nenhuma diferenca foi observada entre os grupos com relagdo a proteina
pJNK (Figura 7.A-C).

A suplementacdo de 100 uL de 6leo de coco também aumentou o perfil inflamatério
hepético dos animais. Observou-se aumento nos niveis hepaticos de RNAm de Cx3cll (Figura
5.B) e RNAm e proteina da citocina TNF-a no grupo OC100 (Figura 5.C e 6.C). Nas células
Hepa-1clc7 tratadas por 24 horas com o soro dos animais do grupo OC100 observamos
aumento da expressao génica de TNF-a e diminui¢do do gene da IL10, citocina com perfil anti-
inflamatorio (Figura 8). Nao houve diferenca entre os grupos na expressao génica e no conteudo
proteico de IL1p no figado (Figura 5.D e 6.A).

Os niveis séricos de IL1p no ensaio de ELISA ndo se mostraram alterados em relag@o
ao controle, mas estdo diminuidos no grupo OS300 quando comparado ao grupo OC300 (Figura
6.B). Por outro lado, os niveis de TNF-a no soro estdo aumentados em todos os grupos
suplementados (Figura 6.D).

Os achados apontam que a suplementacdo com os 6leos aumentou o nivel sérico de
inflamacdo. No entanto, somente a suplementacio com 6leo de coco aumentou o perfil
inflamatoério hepatico. A inflamacao hepatica é um gatilho para doencas hepéticas e o principal
fator que dirige o dano hepatocelular, desencadeando a progressdao da DHGNA para fibrogénese
grave e carcinoma hepatocelular (CAMPO et al., 2018). O 4cido ldurico, que estd presente em
torno de 48% no dleo utilizado, esté relacionado com a ativagao de TLR4 em células imunes,

podendo ativar a resposta pro-inflamatoria (LEE et al., 2003).
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Foram observados niveis génicos elevados da quimiocina atrativa de células
inflamatdrias Cx3cll em ambos os grupos suplementados com 6leo de coco e Cxcl2 no grupo
0OC300. Camundongos que receberam dieta deficiente em colina com 10% de dleo de coco por
21 dias também apresentaram aumento na expressao de Cxcl2 (LEE et al, 2007). Os sitios de
ligacdo para transcricio de Cxcl2 em humanos sdo STAT3 e NFkB, sendo sua expressdao
induzida por TNF- a (SINGHA, GATLA; VANCUROVA, 2015).

A sintese e expressao local de Cx3cll é regulada por vérios fatores, como citocinas
pré-inflamatérias (IFN-y e TNF- a) (WOJDASIEWICZ et al, 2014). O aumento da atividade
nuclear de NFkB induz a expressdo de Cxcl2 (Dong et al 2013), e Cx3cll (CHANDRASEKAR
et al, 2003), como observado em nossos resultados. Interessantemente, Liu e colaboradores
(2018) sugerem que Cx3cll também contribuiu para a ativacdo da via do NFkB, ou seja, Cx3cll
tem uma funcdo auto reguladora que interage com o receptor de TNF-a para ativar NFkB
(WOIDASIEWICZ et al, 2014).

Citocinas como IL6 e TNF-a s3o capazes de ativar a via de sinalizacdo
JAK2/STATS3 (LIU et al, 2015). A translocagdo de pSTAT3 para o nicleo resultara na produgdo
de mediadores inflamatorios. Na fisiologia normal, o fator nuclear-kB (NFkB) é sequestrado
no citoplasma pelo inibidor de NFkBa (IkBa). Quando as IKB quinases (IKKs) sdo ativadas
por vdrios patdgenos e /ou citocinas pro-inflamatdrias, o IkBa ¢ fosforilado e degradado,
permitindo a translocacdo nuclear de NFkB. A STAT3, que também ¢ ativada por vias
intrinseca e extrinseca, tem a capacidade de inibir a IKK e, assim, contribui para a ativacao
persistente do NFxB durante a inflamag¢do (YU; PARDOLL; JOVE, 2009). No nosso modelo
experimental, o grupo OC300 apresentou maiores niveis proteicos de STAT3 fosforilada, ou
seja, na sua forma ativa, bem como de pNFkB e maior expressdao de TNF- a, confirmando a
relacdo entre esses eventos inflamatdrios.

Poucos estudos avaliam a resposta inflamatdria em diferentes tecidos apos o consumo
de 6leo de coco em animais. O estudo recente de Dias e colaboradores, que avaliou a
substituicao do 6leo de coco na dieta em diferentes concentracdes, em uma dieta normocaldrica
e normolipidica em ratos, observou aumento de IL1P e IL12 no tecido adiposo e discute que o
aumento na resposta inflamatoria destes animais € preocupante, pois pode ser relacionada com
resisténcia a insulina e diabetes tipo II (DIAS et al., 2018).

O estudo de Diaz-Villasefor et al., (2013) avaliou o efeito da interacdo do tipo de dleo
(6leo de coco ou de soja) em dietas com 5% ou 10% de gordura na funcionalidade do tecido
adiposo branco de ratos Zucker. Os grupos experimentais que consumiram 6leo de coco virgem

apresentaram maior incorporacdo de acidos graxos capricos e miristicos (C10: 0 e C14: 0,
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respectivamente) no tecido adiposo. Além disso, verificou-se que o consumo de 6leo de coco
resultou em maior acimulo de tecido adiposo e no total de AGS. O trabalho discute que o perfil
de 4dcidos graxos no tecido adiposo € fortemente influenciado pela dieta consumida e que varias
anormalidades metabdlicas desenvolvidas durante a obesidade estdo associadas a tecido
adiposo disfuncional (DIAZ-VILLASENOR et al., 2013). Nosso grupo investigou o perfil
inflamatério no tecido adiposo branco (dados ndo publicados), verificando aumento na
expressao génica das citocinas TNF- o e IL6 em todos os grupos suplementados e L1 somente
no grupo OC300, além de aumento na fosforilagdo de JNK e NFkB nesse mesmo grupo,
indicando que o maior consumo de 6leo de coco exacerba a inflamagao nesse tecido.

Por outro lado, o estudo de Zicker e colaboradores que avaliaram em camundongos
obesos machos BALB /c alimentados com dieta rica em carboidratos refinados e posteriormente
suplementados com diferentes doses de 6leo de coco virgem observaram diminui¢do do nimero
de leucdcitos e das concentragdes de TNF-a e IL-6 no tecido adiposo, bem como a redugdo da
contagem de leucdcitos totais, células circulantes mononucleares e polimorfonucleares
(ZICKER et al., 2019).

Os animais que receberam 300uL de 6leo de soja apresentaram menores niveis
hepéticos de Cxcl2, Cx3cll, TNF- a e pNFkB e séricos de IL1B quando comparados ao grupo
suplementado com o mesmo volume de 6leo de coco, porém, sem diferencas em relacdo ao
controle. Henkel e colaboradores (2017) também ndo encontraram alteragdes no seu grupo
experimental que ingeria 6leo de soja na dieta em relagdo ao grupo controle na expressao génica
de Cxcl2, IL1B e TNF- a no figado, reforcando nossa ideia de que os acidos graxos presentes
no 6leo de soja ndo causam inflamacao nesse 6rgao.

Acidos graxos saturados, particularmente 4cido l4urico e dcido palmitico, sdo capazes
de estimular a resposta inflamatdria através da via de sinalizacdo TLR4. Lee e colaboradores
publicaram o primeiro estudo que demonstrou o efeito de diferentes acidos graxos na via de
sinalizacdo do TLR4. Nesse estudo, verificou-se que os dcidos laurico, palmitico e estedrico
poderiam induzir a expressdo de COX-2 através de mecanismos dependentes de NFkB em uma
linhagem celular de macréfagos. Entre os acidos graxos saturados que foram testados, o dcido
laurico (C12: 0) teve a maior capacidade de ativacdo através do TLR4. Diferentemente dos
AGS, dcidos monoinsaturados e poli-insaturados ndo levaram a ativacdo do sinal TLR4 (LEE
et al. 2003a). Como todos os grupos suplementados tiveram aumento nos niveis sérios de TNF-
a tratamos células de hepatoma Hepa-1c1c7 com o soro dos animais, e observamos aumento de
mRNA de TNF- a no grupo OC100 e diminuicdo da expressdo génica da citocina anti-

inflamatéria IL10, como o 4cido laurico € o principal componente do 6leo de coco e sabendo
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que esse 4cido graxo saturado de cadeia média é capaz de desencadear resposta inflamatoria
através de TLR4 (Lee et al. 2003b) acreditamos que um maior contetido de C12:0 no soro dos
animais OC100 foi o responsdavel por ativar essa via inflamatéria e aumentar a expressao TNF-
a nessa linhagem celular Vale ressaltar que atualmente discute-se sobre a ativagdo de TLR4
mediada por AGS, um trabalho importante da Cell Metaboism de 2018 aponta que TLR4 ndo é
um receptor para AGS, no entanto medeia a inflamagdo por AGS de forma indireta,
reprogramando o metabolismo de macréfagos (LANCASTER et al., 2018).

No trabalho de Sveia e colaboradores (2017), apenas a fra¢ao polifendlica do 6leo
de coco foi utilizada, e houve diminuicdo na expressdo de TNF-a e na atividade de NFkB
nuclear em cultura primdria de células sanguineas mononucleares humanas. Esses dados
mostram, mais uma vez, que provavelmente € a porcao de dcidos graxos saturados presentes no
Oleo coco a responsdvel por desencadear a cascata inflamatdria, por serem reconhecidos pelo
receptor TLR4, que sinaliza a transloca¢do de pNFkB para o ntcleo, levando a producdo de
TNF- o (MILANSKI et al, 2009).

Com os presentes achados, sugerimos que o 4cido laurico presente no 6leo de coco
pode ativar vias relacionadas com a inflamag¢do, como a do TLR4, em células do tecido hepatico
(LEE et al., 2003), o que estaria associado com aumento na producao de citocinas como TNF-
a e fosforilagdo de NFkB e STATS3, potencializando a inflamagao no tecido hepatico, causando
dano hepatocelular. No entanto, é importante enfatizar que estes resultados devem ser
estritamente relacionados com a suplementacdo de 6leo de coco em camundongos com dietas
padrdao. Como discutido acima em condigdes de obesidade induzida por dietas ricas em
carboidratos simples os resultados no perfil inflamatério sdo diferentemente descritos na

literatura.
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Figura 4. Efeitos da suplementacdo com 6leo de coco (OC100 e OC300) ou 6leo de soja (OS100 e
0S300) na inflamagdo hepdtica. A. Imagens representativas de imunomarcacdo para células F4/80+
(vermelho) e nicleos com DAPI (azul). B. Quantificacio do nimero de células F4/80+. Valores
representados como média + erro padrdo (SEM); *Diferenca estatistica significativa (p<0,05) em relagao

ao CO; # Diferenca estatistica significativa (p<0,05) entre os grupos OC100 e OC300. n = 3 cortes por
animal/3 animais por grupo.
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Figura 5. Efeitos da suplementacdo com 6leo de coco ou 6leo de soja na expressdo génica de
quimiocinas e citocinas pré-inflamatdrias no figado. A. Niveis de RNAm de Cxcl2. B. Niveis de RNAm
de Cx3cll. C. Niveis de RNAm de TNF-a. D. Niveis de RNAm de IL1p. Valores representados como
média + erro padrao (SEM); *Diferenga estatistica significativa (p<0,05) em rela¢do ao CO; $ Diferenca
estatistica significativa (p<0,05) entre os grupos OC300 e OS300 (B-C). n = 4-6 animais por grupo.
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Figura 6. Efeitos da suplementagdo com dleo de coco ou 6leo de soja nos niveis hepéticos e séricos de
IL1B e TNF-a. A. Niveis hepaticos de IL1B. B. Niveis séricos de IL1 C. Niveis hepaticos de TNF-a.
D. Niveis séricos de TNF-a. Valores representados como média + erro padrdo (SEM);*Diferenca
estatistica significativa (p<0,05) em relacdo ao grupo CO. $ Diferenga estatistica significativa (p<0,05)
em relacdo ao grupo OC300. n = 4-7 animais por grupo.
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Figura 7. Western blot representativo da expressdo de proteinas de vias inflamatérias no figado. A.
Contetido proteico de pNFkB. B. Contetido proteico de pSTAT3. C. Conteiddo proteico de pJNK.
Valores representados como média + erro padrdo (SEM); *Diferenca estatistica significativa (p<0,05)
em relacdo ao CO; # Diferenga estatistica significativa (p<0,05) entre os grupos OC100 e OC300 (B); $
Diferenca estatistica significativa (p<0,05) entre os grupos OC300 e OS300 (B). n =5 animais por grupo.
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Figura 8. Efeitos do tratamento por 24 horas com soro de animais suplementados com 6leo de coco ou
6leo de soja na expressdo génica de citocinas pré e anti-inflamatérias em células Hepa-1clc7. A. Niveis
de RNAm de TNF-a. B. Niveis de RNAm de IL10. Valores representados como média + erro padréo
(SEM); *Diferenca estatistica significativa (p<0,05) em relagdo ao CO. n = 3-4.

5.4 Estresse de reticulo e autofagia apos a suplementagcdo com éleo de coco

As multiplas implicagdes do estresse no RE na saide e na doenca destacam a
importancia de identificar a participag¢do deste processo em varios contextos experimentais ou
fisiolégicos. Glucose regulated protein (GRP78) € uma chaperona residente do RE e pode ser
estimulada por diversas condi¢des ambientais e fisioldgicas de estresse que perturbam o RE.
GRP78 € considerado um importante regulador de sinalizacdo de estresse de RE, assim como
do processo apoptoético ja que em células ndo estressadas, os transdutores de estresse de RE
ATF6, IRE1 e PERK sdo mantidos em um estado inativo através da interacio com GPR78.
Apo6s o estresse do RE e a formacdo de proteinas mal enoveladas nessa organela, GRP78 ¢
liberado desses sensores que sdo ativados, acionando o UPR. O GRP78 se complexa com
procaspases como a caspase-7 € a caspase-12 que se associam a membrana do RE, através
dessas interagdes, o GRP78 regula o equilibrio entre sobrevivéncia celular e apoptose em
células sob o estresse de RE (LEE, 2005).

O figado € suscetivel ao estresse do RE. Numerosos estudos em tecido hepatico
humano e modelos de doencas animais indicaram um papel crucial do estresse do RE e das vias
de sinalizacdo UPR na patogénese de doengas hepaticas, incluindo DHGNA e doenga hepatica
alcodlica. O RE desempenha um papel importante na sintese de 4cidos graxos e no metabolismo

do colesterol. A relagdo entre estresse de RE e figado gorduroso € bilateral, a literatura
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demonstra que a esteatose promove o estresse no RE e por outro lado, a resposta ao estresse do
RE leva a esteatose (DARA et al., 2011).

Visto que os animais suplementados com 6leo de coco apresentaram aumento no
contetdo de triglicérides e colesterol no figado (Figura 1.A,B), o presente trabalho avaliou o
conteddo proteico da chaperona GPR78 no figado dos animais suplementados, que ndo
mostrou-se alterado (Figura 9.A).

O estudo de Diaz-Villaseior et al., (2013) avaliou o efeito da interagao do tipo de 6leo
(6leo de coco ou de soja) em dietas com 5% ou 10% de gordura na funcionalidade do tecido
adiposo branco de ratos Zucker. Os grupos experimentais que consumiram 6leo de coco virgem
apresentaram aumento na expressao génica do componente central da UPR, GRP78, comparado
aos animais controle, indicando ativagao de estresse de RE (DfAZ—VILLASENOR etal., 2013).

Outro importante mecanismo associado a acimulo de gordura e inflamacao hepatica é
a autofagia, um processo catabdlico pelo qual as células eucaridticas eliminam os materiais
citosdlicos através do sequestro mediado por vaciolos e subsequente entrega aos lisossomos
para degradacdo, mantendo assim a homeostase celular e a integridade das organelas. Apos a
inducdo da autofagia, a proteina A/IB-light chain 3 (LC3) é clivada, causando a liberacao de
uma glicina C-terminal necessdria para a conjugacdo de fosfolipidios. Esse processo é
importante para a formacao do autofagossomo, uma estrutura de membrana dupla que entrega
proteinas ao lisossomo durante o processo. Portanto, o uso de anticorpos LC3 na investigacao
de autofagia é extremamente eficiente (TANIDA et al., 2008).

A ativagdo de autofagia no figado € relacionada como um mecanismo importante para
o combate do acimulo de gordura no tecido. No entanto a literatura aponta que na DHGNA,
existe prejuizos no fluxo autofdgico, o qual estd associado a um estresse elevado no RE e a
apoptose celular. Assim, a esteatose hepdtica pode interferir no processo autofdgico para
promover a progressdo da doenga em pacientes com doengas hepaticas gordurosas (KE, 2019).

Como observamos actimulo de gorduras no figado dos camundongos suplementados
com O6leo de coco (Figura 2.A,B), fomos investigar a autofagia. Nesse sentido, o contetido
proteico de LC3 no tecido hepatico foi investigado, com o objetivo de determinar alteracdes no
processo de autofagia apds a suplementacdo com 6leos, no entanto, ndo foram encontradas
diferencas significativas entre os grupos (Figura 9.B).

Um estudo com linhagem celular HepG2, que possui algumas caracteristicas
metabodlicas que se assemelham ao tecido hepdtico humano em um modelo de inducdo de

lipotoxidade induzida por dcidos graxos, observou que um aumento nos niveis de dcidos graxos
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de cadeia média no meio de cultura melhorava o fluxo autofdgico, protegendo as células contra

a lipotoxidade (WANG et al., 2017). No entanto, ndo observamos esse efeito no nosso modelo.
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Figura 9. Western blot representativo da expressao de proteinas de estresse de reticulo e autofagia no
figado. A. Contetido proteico de GPR78. B. Conteddo proteico de LC3II. Valores representados como
média + erro padrao (SEM). n = 4-6 animais por grupo.

5.5 Metabolismo lipidico hepdtico apos a suplementagdo

A suplementacdo com O6leo de coco, de 300uL, aumentou a expressdo de enzimas
relacionadas ao metabolismo de lipideos no figado dos camundongos (Figura 10.B,C).
Enquanto a suplementagdao com 100uL de 6leo de coco e as diferentes doses de 6leo de soja
ndo causaram diferencas em relacdo ao controle na expressdo de enzimas hepaticas (Figura
10.A,0).

O acimulo hepdtico de gordura é um estdgio inicial de progressdao para DHGNA
(VANNI et al., 2010). O acimulo de lipidios no figado pode resultar de diferentes alteracdes
no metabolismo lipidico como o aumento da lipdlise adiposa, aumento da lipogénese hepatica,
sintese ou secrecdo prejudicada de colesterol VLDL, disfuncdo de esterificacdo do
triacilglicerol ou prejuizos na B-oxidag¢ao mitocondrial (KAWANO et al., 2013).

A beta oxidacdo de 4cidos graxos nas mitocondrias é um processo que converte 0s
acidos graxos em acetil-CoA, que posteriormente pode ser convertido em corpos cetdnicos
(hidroxibutirato beta ou acetoacetato) ou ainda ser incorporado no Ciclo de Krebs, para a
oxidacgdo total. Os acil-CoAs provenientes de 4cidos graxos sdo transportados através das
membranas mitocondriais pela atividade de enzimas CPTs. Os acil-CoAs sdo convertidos em

acil-carnitina pela enzima carnitina palmitoil transferase 1 (CPT1) na membrana externa
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mitocondrial para a translocag¢do para o espaco intermembrana (KOO, 2013). A regulacdo da
oxidacdo de 4cidos graxos € extremamente complexa e finamente coordenada, sendo o
transporte dos dcidos graxos para o interior da mitocondria, que é mediado por CPT1 um ponto
critico de regulacdo do metabolismo de lipidios no figado (YAMASHITA et al., 2008).

Gavito et al., (2016) observou que camundongos alimentados por 16 semanas com dieta
hiperlipidica apresentaram alteracdes na expressdao hepatica de CPTI, relacionando esta
alteracdo com o acimulo de gordura no figado (GAVITO te al., 2016). Em relag¢do ao presente
trabalho, a expressdo génica hepética de CPT1 ndo foi alterada nas diferentes doses e 6leos
suplementados (Figura 9.A), o que indica que os 6leos de coco e soja parecem ndo interferir
oxidacdo de lipidios hepaticos.

O primeiro passo na sintese de triglicérides, pela via do glicerol fosfato, € a acilagdo do
glicerol 3-fosfato pelas enzimas glicerol-3-fosfato aciltransferase, que residem no reticulo
endoplasmdtico (GPAT) e nas mitocondrias (GPAM) (TAKEUCHI & REUE, 2009). A
glicerol-3-fosfato aciltransferase € a enzima reguladora da atividade de sintese de
triacilglicerdis, desempenhando papel central na regulacdo da sintese de triglicerideos e
fosfolipidios. A literatura relaciona alteragdes na expressao da glicerol-3-fosfato aciltransferase
como um fator critico no desenvolvimento da obesidade, esteatose hepdtica e resisténcia a
insulina (YU et al., 2018). Os camundongos do grupo OC300 apresentaram aumento na
expressao génica hepatica de GPAm, sugerindo aumento na lipogénese hepética (Figura 9.B),
este resultado estd ao encontro do aumento do conteudo total hepatico de triglicérides observado
no grupo OC300 (Figura 2.A).

A coenzima A-3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzima A redutase (HMGC) corresponde a
enzima de controle de taxa de biossintese de colesterol (BROWN et al., 2018). O actimulo
hepatico de triglicérides e colesterol estdo associados com aumento na expressao de HMGC, na
DHGNA (SIGLER et al., 2018). No presente trabalho, os animais do grupo OC300
apresentaram aumento significativo na expressdo génica de HMGC hepatica (Figura 10.C),
indicando aumento na biossintese de colesterol no tecido, o que pode ser correlacionado com o
aumento de colesterol total hepético que o grupo demonstrou (Figura 2.B).

O estudo de Sanders et al., (2018) investigou os triacilglicerdis associados a esteatose
hepidtica e a associag@o deles com o consumo dietético. O estudo foi realizado em voluntarios
esteatdticos de Fenland Study, no Reino Unido. Os triglicérides contendo &acidos graxos
saturados e monoinsaturados foram associados a esteatose hepdtica, além disso, o estudo
mostrou que o aumento nos niveis de triglicérides apresentaram-se associados a um maior

consumo de carboidratos e gorduras saturadas, relacionando o excesso no consumo de
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carboidratos e gorduras saturadas como um fator de risco para o acimulo de gorduras no figado
(SANDERS et al., 2018). Nesse sentido, o elevado consumo de gordura saturada, proveniente
do 6leo de coco, pode relacionar-se com aumento nos niveis de triglicérides plasmaticos
associado com alteracdes no metabolismo lipidico hepatico que favorecem o actimulo de
gorduras no figado no grupo OC300.

O estudo de Schumacher et al., (2016) avaliou os efeitos do d6leo de soja e 6leo de coco
extravirgem em dietas normolipidicas e hiperlipidicas, sobre o metabolismo lipidico de ratos
Wistar. Os pardmetros hepdticos de colesterol total e triacilgliceréis aumentaram com a
substituicao do 6leo de soja por 6leo de coco em dieta normolipidica e diminuiram na dieta
hiperlipidica (SCHUMACHER et al., 2016).

O consumo de 6leo de coco inserido na dieta de camundongos C57BL/6N na
propor¢do de 6leo de coco (10% kcal de dleo de soja, 20% kcal de 6leo de coco) ou 6leo de
soja (30% kcal de soja dieta) ndo alterou o metabolismo lipidico hepédtico em camundongos nao
treinados. Nos camundongos treinados a dieta com 6leo de coco aumentou a expressdo de
enzimas relacionadas a beta-oxidacao (MANIO et al., 2018).

Arunima e Rajamohan avaliaram os efeitos do 6leo de coco virgem, em comparagdo
com o 6leo de copra, azeite e 6leo de girassol na sintese e oxidacdo de dcidos graxos e na
regulacdo molecular do metabolismo de 4cidos graxos em ratos Sprague — Dawley machos. Os
Oleos foram adicionados na dieta na propor¢do de 8% do valor caldrico e os animais foram
expostos a dieta por 45 dias. O consumo de dieta normolipidica com 6leo de coco virgem
diminuiu os niveis de lipidios nos tecidos e reduziu a atividade das enzimas envolvidas na
lipogénese: Acil coA carboxilase, 4cido graxo sintase (FAS), HMG CoA redutase, glicose 6
fosfato desidrogenase, isocitrato desidrogenase e enzimamadlica e aumentou significativamente
a taxa de catabolismo lipidico, com aumento da atividade de: lipase lipoproteica, lecitina
colesterol e aumento na expressdo de PPARa. Neste sentido o éleo de coco teve efeitos
benéficos nos parametros lipidicos, reduzindo a lipogénese e aumentando a taxa de catabolismo
de dcidos graxos (ARUNIMA E RAJAMOHAN, 2012;ARUNIMA E RAJAMOHAN, 2014).

Camundongos alimentados com dieta com 45% de gordura (HFD) tratados via gavagem
com 337,6 uL 6leo de coco por 12 semanas, apresentaram supressao dos genes relacionados a
lipogénese SREBM, FAS, acetil-coA carboxilase (LEE et al., 2018).

Os estudos que encontram melhoras no metabolismo dos animais alimentados com dleo
de coco relacionam os efeitos aos dcidos graxos céprico e caprilico. No entanto, um recente
estudo que avaliou o efeito da suplementacdo de TCM (essencialmente de dcidos graxos caprico

e caprilico), em camundongos C57BL/6, alimentados com dieta rica em frutose, por 3 meses,
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encontrou que o TCM agravou o dano hepético dos camundongos com aumento da esteatose
hepdtica, aumento da lipogénese e inflamacio (GUIMARAES et al., 2019).

Como a literatura aborda diferentes métodos de introducdo do 6leo de coco nas dietas e
muitos estudos que encontraram alteragdes em lipidios circulantes nao avaliaram o
metabolismo lipidico hepédtico (OLIVEROS et al.,, 2004; RESENDE et al., 2015;
SCHUMACHER et al., 2016; WALL-MEDRANO et al., 2017) é um desafio determinar os
efeitos desse 6leo sobre a satide hepatica. O presente trabalho, que mimetiza a suplementacao
utilizada por humanos em altas doses (300uL de 6leo de coco, semelhante a 3 colheres de sopa
ao dia para humanos), encontra evidéncias de que o metabolismo hepético esta prejudicado,
com aumento no contetido de gorduras, aumento no perfil inflamatdrio e alteragdes enziméticas,
alteracoes que favorecem o acumulo de lipidios no figado, que é um fator importante para o

desenvolvimento de DHGNA.
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Figura 10. Efeitos da suplementacdo com 6leo de coco ou dleo de soja na expressao hepdtica de genes
do metabolismo lipidico. A. Niveis de RNAm de Cptla. B. Niveis de RNAm de Gpam. C. Niveis de
RNAm de Hmgcr. Valores representados como média + erro padrdo (SEM); *Diferenca estatistica
significativa (p<0,05) em relacdo ao CO. n = 4-6 animais por grupo.

Em resumo, no presente trabalho, a suplementacdo com 6leo de coco impactou de forma
deletéria em diversos parametros metabdlicos, como peso e adiposidade, além de dar indicios
de danos hepaticos associados a inflamacao desse 6rgao. Adicionalmente, a suplementagdo com
6leo de coco resultou em aumento no contetdo lipidico hepatico, sendo que a suplementacao
com 300uL de 6leo de coco impactou ainda mais no metabolismo lipidico do figado. Observa-
se que a maior dose de 6leo de coco prejudicou o metabolismo lipidico hepético, exacerbou o
acumulo de gordura no figado e aumentou a inflamacao desse tecido (Figura 11).

Sao escassos os estudos que avaliam o impacto do uso do 6leo de coco sobre o
metabolismo lipidico hepatico, e os poucos disponiveis sdo controversos. Famurewa e

colaboradores usaram como modelo experimental ratos sauddveis, com dietas suplementadas

N
o
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de 6leo de coco em 10% e 15%, durante 5 semanas. Os resultados sugerem um efeito benéfico
do 6leo de coco no perfil lipidico, estado renal, sistema de defesa antioxidante hepético e indices
de risco cardiovascular em ratos (FAMUREWA et al., 2018). J4 Wall-Medrano et al. (2017),
avaliaram os efeitos da ingestdo dietética de dietas com 10% de 6leo de semente de uva, milho
ou coco durante 28 dias em ratos albinos saudaveis. Nesse estudo, houve maior acimulo de
gordura hepética nos animais suplementados com 6leo de coco (WALL-MEDRANO et al.,
2017).

A dificuldade do estabelecimento dos efeitos metabolicos do dleo de coco se dé pelas
diferentes doses utilizadas, forma de inser¢do do 6leo na dieta e modelo experimental utilizados
nos estudos. O presente trabalho visou mimetizar o modelo de suplementa¢do do 6leo de coco
na dieta habitual, nas doses usuais da populacao.

Sabe-se que o figado € o principal 6rgdo metabdlico do corpo humano e a integridade
das fun¢des hepaticas podem ser afetadas pelo acimulo de gordura no tecido. A composicao de
macronutrientes da dieta pode influenciar no actimulo de gordura hepédtica (PARRY &
HODSON, 2017).

Os efeitos observados no modelo experimental de maior dose de 6leo de coco sdo efeitos
também relacionados com o consumo excessivo de gorduras saturadas. De maneira geral, a
gordura saturada (C12:0, C14:0 e C16:0) é a que mais eleva a concentragdo plasmética de
colesterol e o 4cido graxo laurico (C12:0) é o que mais aumenta o LDL (SANTOS, 2013).

O 4cido laurico € capaz de ativar vias inflamatérias de TLR4 (LEE et al., 2003a), € o
acumulo hepatico de lipidios induz as células hepéticas a produzirem citocinas inflamatorias.
Essas citocinas podem desempenhar um papel ativo no desenvolvimento e progressao da
DHGNA através da estimulac@o da inflamacao hepética, da necrose celular, apoptose e inducao
de fibrose. Dentre as citocinas, vale destacar o TNF-a, por apresentar efeitos lipogénicos e
fibrogénicos, mediado por mecanismo pardcrino que envolve a ativagcdo das células da Kupffer
(MARRA, F., BERTOLANI, C., 2009). Ou seja, o consumo excessivo de gordura saturada
proveniente do 6leo de coco, possivelmente ativou a resposta inflamatéria no figado,
contribuindo para o acimulo de gordura hepatica, exacerbando a resposta inflamatoria, que
pode causar dano hepatico.

O consumo excessivo de gorduras saturadas € considerado um fator de risco para o
acumulo de gorduras no figado (SANDERS et al., 2018). Uma vez que o consumo deste tipo
de 4cido graxo aumenta os niveis de triglicérides hepaticos, modulando vias de sintese e
degradacdo de lipidios (LUKKONEN et al., 2018). No nosso trabalho, observamos alteragdes

no metabolismo lipidico hepético que contribuem para o acimulo de gordura nesse tecido.
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Por mais que a literatura apoie que os 4acidos graxos caproico, caprilico e cdprico sao
benéficos ao metabolismo (WOOLLETT et al., 1992; RONIS et al., 2013), acreditamos que os
efeitos do dcido graxo laurico, que é o mais abundante no 6leo de coco, sobressaiam e acarrete

aos desfechos metabdlicos adversos observados.
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Figura 11. Resumo dos efeitos metabdlicos das diferentes doses de 6leo de coco e soja sobre a
composi¢ado corporal, plasma e tecido hepatico.
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6. CONCLUSAO

A suplementag¢do com 6leo de coco extra virgem demonstrou ter efeitos sobre o
metabolismo dos camundongos, em relagdo a aumento do peso corporal e maior acimulo de
gordura. Esse 6leo foi capaz de aumentar a sensibilidade a insulina no maior volume
administrado, porém, desencadeou acimulo de gordura, resposta inflamatéria e alteracdes no
metabolismo lipidico no figado.

Em virtude da escassez e controvérsia de estudos com 6leo de coco, € importante
ressaltar que a gordura saturada desse 6leo, mesmo que com melhor composi¢do de dcidos

graxos saturados, deve ser consumida de forma equilibrada.
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Certificamos que a proposta intitulada Efeitos metabélicos do consumo de Oleo de Coco, registrada com

0 n°® 5124-1/2019, sob a responsabilidade de Prof. Dr. Marcio Alberto Torsoni, Alana Carolina Costa

Veras e Tamires dos Santos, que envolve a producédo, manutenggo ou utilizagdo de animais pertencentes

ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem) para fins de pesquisa cientifica (ou ensino), encontra-
se de acordo com os preceitos da LElI N° 11.794, DE 8 DE OUTUBRO DE 2008, que estabelece
procedimentos para o uso cientifico de animais, do DECRETO N° 6.899, DE 15 DE JULHO DE 2009, e com
as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagdao Animal (CONCEA), tendo
sido aprovada pela Comissao de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual de Campinas -
CEUA/UNICAMP, em 14 de marco de 2019.

Finalidade: ( ) Ensino ( X)) Pesquisa Cientifica

Vigéncia do projeto: 01/04/2019 - 01/04/2021

Vigéncia da autorizagao para | 01/04/2019 - 01/04/2021

manipulacdo animal:

Espécie / linhagem/ raga: Camundongo heterogénico / Unib: SW(Swiss)

No. de animais: 220

Idade/Peso: 05 semanas /30 g

Sexo: Machos

Origem: CEMIB/UNICAMP

Biotério onde serdo mantidos os | Biotério do Laboratério de Disturbios do Metabolismo,
animais: LabDmE/FCA/UNICAMP

A aprovagdo pela CEUA/UNICAMP n&o dispensa autorizagdo junto ao IBAMA, SISBIO ou CIBio e ¢
restrita a protocolos desenvolvidos em biotérios e laboratérios da Universidade Estadual de Campinas.

Campinas, 01 de abril de 2019.

Prof. Dr. Wag{ r José Fayaro Rosangela dos Santos

Presidente Secretaria Executiva

IMPORTANTE: Pedimos atencao ao prazo para envio do relatério final de atividades referente a este protocolo: até 30 dias apos o encerramento
de sua vigéncia. O formulario encontra-se disponivel na pagina da CEUA/UNICAMP, area do pesquisador responsavel. A nio
apresentagao de relatério no prazo estabelecido impedira que novos protocolos sejam submetidos.
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