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tratado com 6leo de coco (CO) apresentou maior reserva de glicogénio (setas). Coloracao: (A-
C) Hematoxilina e eosina, (D-F) Reticulina, (G-1) Sirius red e (J-L) PAS. Barra = 50 pm.
Pagina 54.
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RESUMO

Introdugdo: O consumo crescente de 6leo de coco deve-se, em parte, & sua Composicdo em
acidos graxos de cadeia média, 0s quais S0 Vistos como seguros e que, supostamente,
resultariam em beneficios a satde. No entanto, é um 0Oleo também rico em &cidos graxos
saturados (AGS) e pobre em acidos graxos mono e poli-insaturados e isento de &cidos graxos
essenciais. O excesso de AGS e a deficiéncia de mono e poli-insaturados contribuem para a
patogénese da resisténcia a insulina, inflamacao e esteatose hepatica ndo alcodlica. Objetivo:
Avaliar a influéncia de uma dieta normolipidica a base de 6leo de coco sobre o perfil sérico e
hepéatico de &cidos graxos (AG) e sua relacdo com a sensibilidade a insulina em ratos.
Métodos: Ratos Wistar macho, com idade inicial de 30 dias de vida, foram distribuidos
aleatoriamente entre trés grupos: SO, SO + CO e CO, formados de animais alimentados,
respectivamente, com uma dieta AIN-93G, a base de 6leo de soja (SO, 70 g/kg); dieta
contendo a mistura de 6leo de soja (35 g/kg) e 6leo de coco (35 g/kg) (SO + CO); e dieta a
base de 6leo de coco (CO, 70 g/kg) durante 60 dias. Aos 90 dias de vida, foram determinados
indicadores da sensibilidade a insulina e marcadores inflamatérios (Glicemia, Insulina,
HOMA-IR, AST, ALT e PCR), o conteudo proteico de PEPCK, GSK, SCD-1, PPAR-alfa e
CPT-1, analise histoldgica do figado e o perfil sérico e hepéatico de &cidos graxos, assim como
a porcentagem de acidos graxos nas dietas. Resultados: A dieta CO apresentou alta
porcentagem de AGS (93%), principalmente acido laurico (40,4% dentre os AG cadeia
média) e miristico (20,94% dentre os AG cadeia longa). As dietas CO e SO + CO
assemelharam-se quanto a predominancia de acido laurico (40,4% e 23,8%, respectivamente)
e miristico (20,9% e 11,8%, respectivamente) e baixa concentracdo de acido oleico (5,9% e
14,9%, respectivamente). Foi observada a deficiéncia de AG essenciais na dieta CO e isto
refletiu na presenca de hidromel no soro e figado dos animais desse grupo. Em adi¢do, o
grupo CO apresentou altas concentracdes séricas de gorduras saturadas e MUFAS e baixa
concentracfes de PUFAS, especialmente os acidos estearico, elaidico e hidromel. No grupo
SO+CO as concentracBes séricas dos acidos estearico e elaidico foram semelhantes ao grupo
CO. A ingestdo alimentar total foi maior no grupo CO em relagdo aos grupos SO e SO + CO.
A gordura hepatica absoluta e relativa foi menor nos grupo CO em compara¢do a SO e SO +
CO, enquanto o TG sérico foi maior no grupo CO em relacdo ao SO e o grupo SO + CO nao
diferiu dos demais. A glicemia ndo diferiu entre os grupos, mas a insulinemia foi menor no
grupo CO em comparacdo ao SO+CO e ambos ndo diferiram do grupo SO. O maior HOMA-

IR foi observado no grupo SO+CO, enquanto os grupos CO e SO foram semelhantes entre si.
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ALT e PCR foram maiores no grupo SO+CO em relacéo ao SO, e o grupo CO ndo diferiu
desses dois grupos. O nivel proteico de SCD1 foi menor em CO em compara¢do aos demais,
enquanto a glicogénio sintetase foi menor no grupo SO+CO do que no SO e ambos foram
iguais ao grupo CO. O grupo SO+CO ndo apresentou alteracdes na arquitetura do figado. Por
outro lado, os animais tratados com 6leo de coco apresentaram um aumento no nimero de
vasos na regido do espaco porta, acimulo de fibras colagenas do tipo 1, bem como aumento
da reserva de glicogénio. Conclusdo: A dieta CO resultou em processo inflamatério hepatico
intenso, possivelmente devido ao excesso de acidos graxos saturados séricos e auséncia de
acidos graxos essenciais no soro e figado, que culminaram em lesdo do tecido sem a presenca
da resisténcia a insulina. A presenca de &cidos graxos essenciais no grupo SO+CO parece ter
amenizado o processo inflamatorio retardando o desarranjo da estrutura do figado, entretanto,
sem protegé-lo dos efeitos da resisténcia hepatica a insulina.

Palavras-chave: 6leo de coco, acidos graxos de cadeia média, acidos graxos essenciais,

resisténcia a insulina e fibrose.
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ABSTRACT
Introduction: The increasing consumption of coconut oil is due, in part, to its composition in
medium-chain fatty acids, which are seen as safe and which, supposedly, would result in
health benefits. However, it is an oil that is also rich in saturated fatty acids (SFA) and poor in
mono and polyunsaturated fatty acids and free from essential fatty acids. The excess of SFA
and the deficiency of mono- and polyunsaturated fats contribute to the pathogenesis of insulin
resistance, inflammation and nonalcoholic fatty liver. Objective: To evaluate the influence of
a normolipid diet based on coconut oil on the serum and hepatic profile of fatty acids (FA)
and its relationship with insulin sensitivity in rats. Methods: Male Wistar rats, with an initial
age of 30 days, were randomly assigned to three groups: SO, SO + CO and CO, formed from
animals fed, respectively, with an AIN-93G diet, based on soybean oil. (SO, 70 g/kg); diet
containing a mixture of soybean oil (35 g/kg) and coconut oil (35 g/kg) (SO + CO); and diet
based on coconut oil (CO, 70 g/kg) for 60 days. At 90 days of life, indicators of insulin
sensitivity and inflammatory markers (Glycemia, Insulin, HOMA-IR, AST, ALT and CRP),
the protein content of PEPCK, GSK, SCD-1, PPAR-alpha and CPT- 1, histological analysis
of the liver and the serum and liver fatty acid profile, as well as the percentage of fatty acids
in the diets. Results: The CO diet showed a high percentage of SFA (93%), mainly lauric acid
(40.4% among medium chain GA) and myristic (20.94% among long chain GA). The CO and
SO + CO diets were similar regarding the predominance of lauric acid (40.4% and 23.8%,
respectively) and myristic (20.9% and 11.8%, respectively) and low concentration of oleic
acid. (5.9% and 14.9%, respectively). A deficiency of essential FA in the CO diet was
observed and this reflected in the presence of mead in the serum and liver of the animals in
this group. In addition, the CO group showed high serum concentrations of saturated fats and
MUFAS and low concentrations of PUFAS, especially stearic, elaidic and mead acids. In the
SO+CO group, the serum concentrations of stearic and elaidic acids were similar to the CO
group. Total food intake was higher in the CO group compared to the SO and SO + CO
groups. Absolute and relative liver fat were lower in the CO group compared to SO and SO +
CO, while serum TG was higher in the CO group compared to SO and the SO + CO group did
not differ from the others. Blood glucose did not differ between the groups, but insulinemia
was lower in the CO group compared to SO+CO and both did not differ from the SO group.
The highest HOMA-IR was observed in the SO+CO group, while the CO and SO groups were
similar to each other. ALT and CRP were higher in the SO+CO group compared to the SO,
and the CO group did not differ from these two groups. The protein level of SCD1 was lower

in CO compared to the others, while glycogen synthetase was lower in the SO+CO group than
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in the SO and both were equal to the CO group. The SO+CO group showed no changes in
liver architecture. On the other hand, animals treated with coconut oil showed an increase in
the number of vessels in the portal space region, accumulation of type 1 collagen fibers, as
well as an increase in glycogen reserve. Conclusion: The CO diet resulted in an intense
hepatic inflammatory process, possibly due to the excess of serum saturated fatty acids and
absence of essential fatty acids in serum and liver, which culminated in tissue damage without
the presence of insulin resistance. The presence of essential fatty acids in the SO+CO group
seems to have attenuated the inflammatory process, delaying the derangement of the liver
structure, however, without protecting it from the effects of hepatic insulin resistance.

Keywords: coconut oil, medium chain fatty acids, essential fatty acids, insulin resistance and

fibrosis.
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1 REVISAO DE LITERATURA

O coco (cocos nucifera L.) € a principal fonte de gordura dietética no Sul e Sudeste
Asiatico. Em 1920, descobriram a composicdo nutricional do o6leo de coco (OC), com
caracteristicas interessantes comparados aos 6leos existentes, sobretudo, a composicdo dos
acidos graxos saturados (SFAs) (82%) da gordura total (MARINA et al., 2009). O OC ¢
habitualmente mais consumido em regides tropicais e regides sub-tropicais e, portanto, seus
maiores produtores e exportadores sdo Filipinas, Indonesia e india (SANTOS et al., 2019;
WALLACE, 2018)

Durante a fabricacdo do OC, os granulos do coco seco sdo triturados para a extragéo
do dleo e, posteriormente, refinado, branqueado e desodorizado (RBD), removendo por¢oes
dos compostos fenolicos no refinamento, sendo usado especialmente em frituras. Por outro
lado, para producdo do 6leo de coco virgem (OCV), o caroco do coco Umido é pressionado
para espremer o 6leo e o leite de coco e, posteriormente, separando-os (WALLACE, 2018).

O OC ganhou forca na comercializacdo por ser um 06leo vegetal rico em 4cidos graxos
de cadeia média (MCFAS), 0s quais sdo vistos como seguros e que, supostamente, resultariam
em beneficios a saude como a reducdo do tecido adiposo, efeitos termogénicos, melhora no
perfil lipidico, especialmente, HDL-c (BHAVSAR; ST-ONGE, 2016; ST-ONGE; JONES,
2002; SWIFT et al., 1990; WALLACE, 2019).

As vantagens encontradas no OC sdo devido a alta resisténcia de oxidacdo e
polimerizacdo pelo grau de saturagdo, tornando-o mais estavel ao cozimento e
armazenamento de longo prazo, porém seu ponto de fumaca é baixo, de modo que produzira
substéncias carcinogénicas com o uso prolongado em altas temperaturas (BOEMEKE et al.,
2015; EYRES et al., 2016; YOUNG et al., 1983).

Cerca de 95% gordura dietética € composta por triacilglicerol (uma molécula de
glicerol com capacidade para acilacdo de trés acidos graxos) e tem sido comumente
relacionada ao aumento da prevaléncia da obesidade. Porém, todos os acidos graxos (AGS)
existentes ndo sdo iguais em relacdo aos efeitos metabolicos e fisioldgicos (BABAYAN,
1987; RISERUS; WILLETT; HU, 2009). Estes efeitos diferem quando os AGs sdo
classificados de acordo com o seu comprimento da cadeia de hidrocarboneto, divididos em
acidos graxos de cadeia curta (SCFAs, 2-6 carbonos), média (MCFAs, 8-12 carbonos) e longa
(LCFAs, >12 carbonos). Além disso, podem ser classificados como SFAs, monoinsaturados

(MONO) e poliinsaturados (POLI), contendo, nenhuma ligacdo dupla, uma ligacdo dupla e
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duas ou mais ligacdes duplas, respectivamente (WALLACE, 2019). Estes AGs sdo compostos
por uma cadeia de hidrocarboneto com o grupo metil (CH3) em uma extremidade e um grupo
acido carboxilico (COOH) em outra, e a posicdo da dupla ligacdo contada a partir da
extremidade do grupo metil, é chamado de 6mega () seguido da numeracdo do carbono (®-
3, -6, ®-9). Portanto, se 0 AG ¢ identificado como 18:2 ®-6, 0 primeiro numero é dado para
o total de carbonos na cadeia, 0 numero apds os dois pontos é referente a quantidade de
ligacBes duplas e a localizacdo da primeira ligacdo dupla contando a partir da extremidade do
grupo metil é dado pelo nimero apés 0 o. (BHAVSAR; ST-ONGE, 2016; JUDGE; DODD,
2020). As principais classes de AGs sdo mostradas na Tabela 1.

Tabela 1. Principais classes de acidos graxos.

Familia Acidos graxos Formula
Saturados Palmitico C 16:0
Estearico C 18:0
Omega-9 Oleico c1s8:1
Omega-6 Linoleico C18:2
Araquidonico C20:4
Omega-3 a-Linolénico (ALA) Cc18:3
Eicosapentaenoico (EPA) C 205
Docosahexaenoico (DHA) C 226

Dentre os acidos graxos insaturados, os AGs essenciais linoleico e a-linolénico, ndo
podem ser sintetizados pelo organismo e devem ser adquiridos pela dieta. S&o essenciais
porque os humanos ndo possuem as enzimas dessaturases, as quais incorporam ligacOes
duplas no carbono 12 e 15 para a formacdo dos AGs citados. Conforme descrito na Figura 1,
as cadeias de AGs também podem ser alongadas pela adi¢do de dois carbonos na extremidade
do 4&cido carboxilico. O acido linoleico (C 18:2 ®-6) pode ser convertido para acido
araquidonico (C20:4 ®-6) por meio da alongacdo e dessaturagdo, chamado de caminho ®-6.
Do mesmo modo, o &cido a-linolénico (C18:3 w-3) pode ser convertido em EPA (C20:5 »-3)
e DHA (C22:6 »-3) por meio do caminho ®-3 (MOZAFFARIAN et al., 2005; DJURICIC;
CALDER, 2021).
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Figura 1. Metabolismo de &cidos graxos das séries dmega-3 e 6mega-6.

Série 6mega-6 Série dmega-3
Acido linoleico (18:2 w-6) Acido o-linolénico (18:3 ©-3)
Acido gama-linolénico (18:3 w-6) Acido octadecatetraendico (18:4c-3)
Acido dihomo-gama-linolénico (20 :3 ©-6) Acido eicosatetraenoico (20:4 »-3)
Acido araquidonico (20:4 ©-6) Acido eicosapentaenoico (20:5 ©-3)
Ciclo oxige’résse Lipo oxigenase Acido docoxahexaenoico (22:6 ®-3)
PGE? PGL?2 TXA? LTB4, LTC4LTE4 /

Ciclo oxigenasse  Lipo oxigenase
PGE3 PGL3TXA3? LTB5, LTC5LTES

_Prostaglandinas: PGE e PGL; Tromboxanos: TXA; Leucotrienos: LTB, LTC e LTE.

Esta via produz varios compostos biologicamente ativos a partir da ciclo-oxigenase e
lipo-oxigenase, chamados de eicosanoides (prostaglandinas, prostaciclinas, tromboxanos e
leucotrienos), os quais possuem efeitos fisioldgicos distintos. O acido araquiddnico produz
eicosanoides das series 2 e 4 (prostaglandina-2, tromboxano-2 e leucotrieno-4), os quais sao
pro-arritmico, ativador plaquetario, vasoconstritor e pro-inflamatério. Por outro lado, 0 EPA
sintetiza eicosanoides das séries 3 e 5 (prostaglandina- 3, leucotrieno-5 e tramboxanos-3), 0s
quais sdo anti-inflamatorios, anti-arritmicos, vasodilatador e inibidor plaquetario (HEIRD;
LAPILLONNE, 2005; CHRISTIE; HARWOOD, 2020).

Os eicosanoides sdo sintetizados por plaquetas e por células endoteliais da parede dos
vasos para modular os processos de coagulacdo e inflamacédo, respectivamente. Portanto, o
balanco na producéo das prostaglandinas e leucotrienos por meio do consumo das duas séries
de acidos graxos (6mega-3 e 6mega-6) pode garantir a homeostase dos processos citados.
(HARRIS et al., 2008; CALDER, 2020). Os &cidos alfa-linolénico e linoleico competem pela
mesma enzima para sintetizar os respectivos produtos e, portanto, a predominancia de cada
um ir& determinar o estado pro/anti-inflamatorio e trombdtico/antitrombatico.

Entre os dmegas, 0 dmega-9 (oleico) € o mais encontrado na natureza, especialmente
no 6leo de oliva e canola. Na série 6mega-6, o acido linoleico é o poli-insaturado mais
abundante e, em seguida, o araquidodnico. Estes, juntamente com o alfa-linolénico, séo
encontrados nos 6leos de linhaga e soja. Quanto aos EPA e DHA, suas fontes sdo 0s peixes de
aguas muito frias e profundas (INNIS et al., 1995, IVANA, 2021).
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A conversdo de 6mega-6 (LA) em araquidonico e dmega-3 (ALA) em EPA ainda é
muito debatida na literatura. Embora varios pesquisadores recomendem o aumento no
consumo de 6mega-3, outros sugerem uma diminuicdo no consumo de 6mega-6. Porém, sabe-
se que 6mega-6 também confere protecdo contra doencas cardiovasculares, por isso, a
mudanca das gorduras animais e das saturadas por Oleos vegetais (6leo de soja e canola) e
peixes (pelo menos duas vezes na semana), atingindo 1g/dia ou 0,5g/dia de EPA/DHA para
pessoas com e sem doencas preexistentes, fornecendo uma relacdo adequada de 6mega-
3/6mega-6 (GRIFFIN, 2008; BERNASCONI et al., 2021). De acordo com a Dietary
Reference Intakes (DRI), as recomendag@es para adultos da ingestdo de acido linoleico e alfa
linolénico devem ser de 17g/dia e 1,6g/dia para homens e 12g/dia e 1,1g/dia para mulheres,
respectivamente (TRUMBO, 2002). Além disso, ndo ha um consenso na literatura sobre o
valor da razdo de 6mega-6/6mega-3, mas a sociedade americana do coracdo recomenda que a
ingestdo de 6émega-6 seja pelo menos 5-10 % do valor energético total (HARRIS et al., 2009).

Em relacdo & composi¢do, 0 OC é rico em SFAs (82%), com predominéncia em acido
caprilico, laurico e miristico (6,8%, 41,8% e 16,6%, respectivamente), seguido de MONO e
POLI (6,3% e 1,7%, respectivamente), sendo conhecido popularmente como 6leo laurico
(EYRES et al., 2016; HUNTER et al., 2010). Ademais, o0 OCV também apresenta outros
nutrientes, como fosfolipideos, tocoferol e constituintes menores.

No que se refere a absorcdo dos AGs, as micelas formadas pelos acidos biliares
juntamente com os LCFAs, serdo importantes para a absor¢do no intestino. Por conseguinte,
sdo transportados pelas lipoproteinas quilomicrons na forma de triglicerideos (TG) no sistema
linfatico e liberados, primeiramente, no tecido adiposo pela agdo da enzima lipase lipoproteica
(LPL) e, em seguida, os acidos graxos e glicerol sdo levados para o meio intracelular. Os
LCFAs para atravessarem a mitocondria precisam de um transportador dependente de
carnitina e, portanto, sdo oxidados mais lentamente (MARTEN; PFEUFFER;
SCHREZENMEIR, 2006; SCHONFELD; WOJTCZAK, 2016).

Por outro lado, além dos MCFAs ndo utilizarem sais biliares e enzimas pancreéticas
para serem hidrolisados, por serem solubilizados em meio aquoso no intestino, 0 caminho
apos a absorcédo € totalmente distinto, sendo que, ao entrar na circulacdo sanguinea ligado a
albumina, sdo diretamente transportados para o figado pelo sistema portal, onde serdo
oxidados na mitocondria sem a necessidade do transportador dependente de carnitina
(SANKARARAMAN; SFERRA, 2018). Portanto, além da absorcéo, os MCFAs sdo oxidados
mais rapidamente comparados aos insaturados (LEYTON; DRURY; CRAWFORD, 1987;
MARTEN; PFEUFFER; SCHREZENMEIR, 2006). Estes mecanismos foram avaliados em
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estudos experimentais, nos quais os ratos alimentados com MCFAs mostraram menor
quantidade de tecido adiposo comparado ao grupo que consumiu LCFAs (BABA; BRACCO;
HASHIM, 1982; CROZIER et al., 1987; GELIEBTER et al., 1983), e os estudos em humanos
em curto prazo mostraram que MCFAs aumentam a oxidacdo de gorduras e a termogénese
comparado com LCFAs (SCALFI; COLTORTI; CONTALDO, 1991; SEATON et al., 1986)
e em longo prazo (ST-ONGE et al., 2003).

Os estudos clinicos e em roedores mostram que os beneficios relacionados ao OC séo
devido aos MCFAs (60-70% da composi¢éo), cujos mecanismos envolvidos na beta-oxidacao
favorecem a reducgdo de peso, contribuindo de forma direta para a diminuicdo da obesidade
que, por sua vez, melhora o perfil lipidico e glicidico (GELIEBTER et al., 1983; KINSELLA,;
MAHER; CLEGG, 2017; ST-ONGE; JONES, 2002b; TERADA et al., 2012; TSUJI et al.,
2001; VALENTE et al.,, 2018). Ademais, ratos alimentados com dieta hiperlipidica
suplementados com MCFAs mostraram beneficios em suprimir respostas inflamatorias,
resisténcia a insulina e obesidade, porém, os demais grupos comparados ndo seguiram o
mesmo padrao dietético em porcentagem e o tipo de gordura (GENG et al., 2015).

Os suplementos de MCFAs utilizados nos estudos mostram composicdes diferentes do
OC, sendo que o acido caprilico (C8:0) e acido caprico (C10:0) sdo os principais € no OC,
primordialmente, é o acido laurico (C12:0), portanto, em termos de absorcédo, a solubilidade
do OC é inferior aos demais MCFAs e se comporta como LCFAs, uma vez que 70% sdo
absorvidos e transportados em quilomicrons (LEE et al., 2014).

Teoricamente, o acido graxo laurico se comportaria como um MCFA. Entretanto,
ainda ha controvérsias na literatura acerca disso, devido a alguns autores o classificarem como
SCFA (SANKARARAMAN; SFERRA, 2018; CLEGG, 2017). Importante destacar que o0 AG
citado também é saturado, portanto, seu consumo deve ser limitado, uma vez que guidelines
limitam o consumo de até 10% de SFAs (SANTOS et al., 2019; SACKS et al., 2017) e
recomendam a substituicdo por &cidos graxos poli-insaturados (ECKEL et al., 2014). Uma
meta-analise confirmou que o consumo de &cido laurico aumentou o risco para doencas
cardiovasculares (DCV), com niveis elevados de HDL, LDL, apolipoproteina A-1 (apoA-1) e
apolipoproteina B (apo B) (MENSINK et al., 2003).

Os principais mecanismos de ac¢ao dos acidos graxos poli-insaturados sobre a reducao
de lipoproteinas, sobretudo, LDL-c, diferentemente dos saturados, sdo bem conhecidos na
literatura. A troca isocaldrica da gordura saturada pela poli-insaturada, sem alterar a gordura
total da dieta, reduz fatores de risco para doencas cardiovasculares, como o LDL-c, e melhora
a sensibilidade a insulina (MENSINK; KATAN, 1992; HU et al., 1997; LUUKKONEN et al.,
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2018; VESSBY et al., 2001). Além disso, dietas hipercaloricas ricas em gorduras saturadas
aumentaram a gordura intra-hepatica em individuos obesos, sobrepesos e magros
(ROSQVIST et al., 2014, 2019), bem como dieta isoenergetica rica em acidos graxos
saturados (BJERMO et al., 2012).

Os acidos graxos poli-insaturados também sdo conhecidos como potentes redutores da
glicolise hepética e da lipogénese (sintese de gorduras). Essas acGes se devem a inibicdo da
translocacdo do ChREBP (proteina ligadora do elemento responsivo aos carboidratos), um
fator de transcricdo que regula enzimas-chaves das vias citadas, ocasionando reducdo na
producéo de &cidos graxos a partir da glicose devido aos blogueios de genes de enzimas como
a glicocinase e piruvato cinase para glicolise, citrato liase, stearoylCoA desaturase (SCD),
acetil CoA carboxilase e acido graxo sintetase, para lipogénese. O resultado desta inibicdo € a
menor producdo de malonil-CoA e, consequentemente, 0o aumento da atividade da
palmitoilcarnitina transferase-1 (CPT1), enzima que carrega 0s acidos graxos para a
mitocondria, facilitando sua oxidagdo para a geracdo de energia (POSTIC et al., 2007).

Os é&cidos graxos poli-insaturados, especialmente os eicosanoides, também estimulam
os receptores nucleares PPAR-alfa (receptores ativados por proliferadores de peroxisomas), 0s
quais induzem a transcricdo de genes envolvidos no transporte e oxidacdo de AGs, resultando
no aumento da lipdlise pela ativagdo da enzima lipase lipoproteica (LPL) e também na
oxidacdo dos &cidos graxos (BEYNEN; KATAN, 1985). Ademais, como 0s acidos graxos
poli-insaturados sd@o mais faceis de serem oxidados do que esterificados em triglicerideos
comparados aos saturados, estes mecanismos conferem menos resisténcia insulinica (JUMP,
2002; PARRY et al., 2021).

Mecanismos importantes para o controle da pressdo arterial, como a melhora na
funcdo endotelial, reducdo da aterosclerose e do deposito de colageno em artérias, além de
acao anti-inflamatoria, foram descritos na literatura com o uso de poli-insaturados,
especialmente o alfa-linolénico (ALA), o eicosapentaenoico (EPA) e docosahexanoico (DHA)
(HARRIS et al., 2008; LAVIE et al., 2009; LEWIS et al., 2004; KHAN et al., 2021).

Alguns estudos mostram que o consumo de émega-3 melhora e previne a resisténcia
insulinica em individuos com diabetes mellitus tipo 2 (DM2) (CARPENTIER; PORTOIS;
MALAISSE, 2006; EBBESSON et al., 2005; JAFARI; FALLAH; AZADBAKHT, 2013;
JUAREZ-LOPEZ et al., 2013; LORENTE-CEBRIAN et al., 2013; FEDOR; KELLEY, 2009)
e, a0 mesmo tempo, outros trabalhos ndo encontram o mesmo resultado (GRIFFIN et al.,
2006; MOSTAD et al., 2006). Interessantemente, a gordura poli-insaturada em comparacao a

saturada, aumenta o nimero de ligacdes da insulina a seus receptores e melhora a captacao de
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glicose pelas células (BAR et al., 1984; BORKMAN et al., 1993). Além disso, a secre¢do
pancredtica de insulina é influenciada pelo comprimento e grau de saturacdo dos AGs, sendo
que os saturados estearico e palmitico estimulam maior secrecdo, seguidos pelos insaturados,
oleico e linoleico (STEIN et al., 1997). No entanto, a maior preocupacao diz respeito a uma
alimentacdo hiperlipidica, visto que esta contribui para o prejuizo da funcéo das celulas betas
pancredticas, afetando também a producdo de insulina (GRECO et al. 2002;
UTZSCHNEIDER et al., 2013).

Além das gorduras poli-insaturadas, as monoinsaturadas, como o acido oleico (6mega-
9), também estdo relacionadas com a melhora da resisténcia insulinica (SARAVANAN;
HASEEB; EHTESHAM, 2005) e protecdo cardiovascular, como diminui¢cdo da presséo
arterial e da relacdo colesterol total/HDL comparado as gorduras saturadas (LADA e Rudel,
2003; Estruch et al., 2006). Porém, a literatura ainda carece de mais estudos avaliando os
beneficios do consumo apenas de gorduras monoinsaturadas. Grande parte dos trabalhos
analisam populacfes que consomem a dieta mediterranea, que é rica em gorduras mono e
polinsaturadas (6leo de oliva, améndoas), incluindo acidos graxos dmega 3, frutas, legumes,
verduras e grdos integrais, e estas populacbes apresentam menor prevaléncia de obesidade,
sindrome metabolica e diabetes tipo 2 (DE LORGERIL; SALEN, 2006), além de ser uma
dieta recomendada pelas guidelines para pacientes que apresentam gordura no figado
(MARCHESINI et al., 2016).

A esteatose hepatica ndo alcoolica (NAFLD) é atribuida ao aumento do consumo
alimentar, sobretudo gordura e frutose, bem como a inatividade fisica, obesidade central, DM
2, resisténcia insulinica e algum grau de dislipidemia (ANSTEE; TARGHER; DAY, 2013;
TARGHER et al., 2007; WESTERBACKA et al., 2005; YKI-JARVINEN, 2014), sendo que
sua progressao pode culminar em cirrose hepatica (BURGERT et al., 2006; MOORE, 2019).
A esteatose hepatica apresenta uma condicdo patoldgica caracterizada pelo desequilibrio entre
a sintese e a degradacdo de TG hepatico, resultando, assim, em depoésitos de gorduras, 0s
quais modificam o metabolismo da glicose e dos lipideos, além de aumentar a concentracdo
de enzimas hepaticas (YOUNQOSSI et al., 2016). A quantidade e o tipo de gordura na dieta
contribuem para a doenca, uma vez que 15% do TG intra-hepatico originam-se da dieta, 50%
de &cidos graxos livres extra-hepatico, e 26% da sintese de “novo” (MINEHIRA et al., 2008).
Uma etapa limitante na producdo de triglicerideos intra-hepaticos é a acdo da enzima
estearoil-CoA dessaturase (SCD), a qual adiciona uma dupla ligacdo nos SFAs palmitico e
estedrico para a conversdo em seus acidos graxos insaturados palmitoleico e oleico,
respectivamente (YKI-JARVINEN et al., 2021; ALJOHANI; SYED; NTAMBI, 2017). A
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deficiéncia desta enzima leva a diminuicdo da sintese de acidos graxos intra-hepéticos, bem
como reducdo da esteatose hepatica em camundongos e humanos (ATTIE et al., 2002).

A resisténcia a insulina, 0 DM2 e a NAFLD estdo associados estreitamente a
inflamacdo, a qual € caracterizada pelo aumento na producdo de citocinas pro-inflamatorias
(TNF-alfa e 1L-6) produzidas principalmente pelas células do sistema imune, especialmente
macréfagos (KOLAK et al., 2007; YAO et al., 2014). Estas citocinas podem piorar o quadro
de resisténcia a insulina, devido a fosforilacdo em serina, ao inves de tirosina, do substrato do
receptor de insulina (IRS-1), culminando na diminui¢do da producdo e a translocagcdo do
receptor de glicose (GLUT4) para a membrana celular LEFERE; TACKE, 2019). Ademais,
citocinas e excesso de triglicerideos intra-hepaticos podem induzir o0 aumento de espécies
reativas de oxigénio, resultando em estresse oxidativo, condi¢do esta que favorece ainda mais
para inflamacéo do tecido (HOTAMISLIGIL, 2006).

Portanto, algumas das recomendagdes dietéticas para pacientes que apresentam
NAFLD incluem o controle da gordura alimentar e 0 aumento do consumo de &cidos graxos
da série dmega-3, especialmente EPA e DHA (COTRIM et al., 2016; ZIVKOVIC;
GERMAN; SANYAL, 2007).

Em resumo, sabe-se que a procura por alimentos saudaveis pela populacdo esta
aumentando nos altimos anos, e dentre eles, o 6leo de coco vem se destacando devido aos
seus supostos beneficios a saude auxiliando na melhora do perfil lipidico e glicidico.
Entretanto, mesmo sendo um o6leo vegetal seu consumo deve ser cauteloso, ja que ele é rico
em acidos graxos saturados, pobre em acidos graxos mono e poli-insaturados e ausente de
acidos graxos essenciais. Além disso, 0 excesso de gorduras saturadas na dieta pode contribuir
para 0 acumulo de gorduras e inflamagdo do tecido hepético e prejuizo do metabolismo
glicidico, contribuindo, assim, para o desenvolvimento de esteatose e resisténcia hepaticas a
insulina, respectivamente.

Portanto, este trabalho tem o objetivo de avaliar a influéncia do consumo de uma dieta
normolipidica a base de 6leo de coco sobre o perfil sérico e hepéatico de &cidos graxos, bem
como a estrutura do figado, mostrando seus possiveis prejuizos diante da alta porcentagem de

gorduras saturadas e baixas em mono e poli-insaturadas.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Avaliar a influéncia de uma dieta normolipidica a base de 6leo de coco sobre o perfil

sérico e hepatico de acidos graxos e sua relacdo com a sensibilidade a insulina em ratos.

3.2 Objetivos especificos

Determinar em ratos mantidos com dieta normolipidica a base de éleo de coco:
- O padréo de ingestéo alimentar;

- O perfil somaético;

- O indice hepatossomatico;

- Marcadores de funcdo hepatica;

- Marcador de inflamacao;

- Conteudo de gordura no figado;

- Composic¢éo de acidos graxos no soro;

- Composicao de acidos graxos no figado;
- Morfologia do figado;

- Sensibilidade hepaética a insulina;
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RESUMO
Introducéo: O consumo crescente de 6leo de coco deve-se, em parte, a sua composicdo em
acidos graxos de cadeia média, 0s quais S0 Vistos como seguros e que, supostamente,
resultariam em beneficios a salude. No entanto, é um 6leo também rico em acidos graxos
saturados (AGS) e pobre em acidos graxos mono e poli-insaturados e isento de &cidos graxos
essenciais. O excesso de AGS e a deficiéncia de mono e poli-insaturados contribuem para a
patogénese da resisténcia a insulina, inflamacao e esteatose hepatica ndo alcodlica. Objetivo:
Avaliar a influéncia de uma dieta normolipidica a base de dleo de coco sobre o perfil sérico e
hepéatico de &cidos graxos (AG) e sua relacdo com a sensibilidade a insulina em ratos.
Métodos: Ratos Wistar macho, com idade inicial de 30 dias de vida, foram distribuidos
aleatoriamente entre trés grupos: SO, SO + CO e CO, formados de animais alimentados,
respectivamente, com uma dieta AIN-93G, a base de 6leo de soja (SO, 70 g/kg); dieta
contendo a mistura de 6leo de soja (35 g/kg) e 6leo de coco (35 g/kg) (SO + CO); e dieta a
base de 6leo de coco (CO, 70 g/kg) durante 60 dias. Aos 90 dias de vida, foram determinados
indicadores da sensibilidade a insulina e marcadores inflamatérios (Glicemia, Insulina,
HOMA-IR, AST, ALT e PCR), o conteudo proteico de PEPCK, GSK, SCD-1, PPAR-alfa e
CPT-1, analise histologica do figado e o perfil sérico e hepético de acidos graxos, assim como
a porcentagem de 4&cidos graxos nas dietas. Resultados: A dieta CO apresentou alta
porcentagem de AGS (93%), principalmente acido laurico (40,4% dentre os AG cadeia
média) e miristico (20,94% dentre os AG cadeia longa). As dietas CO e SO + CO
assemelharam-se quanto a predominancia de acido laurico (40,4% e 23,8%, respectivamente)
e miristico (20,9% e 11,8%, respectivamente) e baixa concentra¢do de acido oleico (5,9% e
14,9%, respectivamente). Foi observada a deficiéncia de AG essenciais na dieta CO e isto
refletiu na presenca de hidromel no soro e figado dos animais desse grupo. Em adicéo, o
grupo CO apresentou altas concentracdes sericas de gorduras saturadas e MUFAS e baixa
concentracBes de PUFAS, especialmente os acidos estearico, elaidico e hidromel. No grupo
SO+CO as concentragBes séricas dos &cidos estearico e elaidico foram semelhantes ao grupo
CO. A ingestdo alimentar total foi maior no grupo CO em relagdo aos grupos SO e SO + CO.
A gordura hepatica absoluta e relativa foi menor nos grupo CO em compara¢do a SO e SO +
CO, enquanto o TG sérico foi maior no grupo CO em relagdo ao SO e o grupo SO + CO nao
diferiu dos demais. A glicemia ndo diferiu entre os grupos, mas a insulinemia foi menor no
grupo CO em comparagdo ao SO+CO e ambos ndo diferiram do grupo SO. O maior HOMA-
IR foi observado no grupo SO+CO, enquanto os grupos CO e SO foram semelhantes entre si.

ALT e PCR foram maiores no grupo SO+CO em relacdo ao SO, e o0 grupo CO néo diferiu
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desses dois grupos. O nivel proteico de SCD1 foi menor em CO em comparacgao aos demais,
enquanto a glicogénio sintetase foi menor no grupo SO+CO do que no SO e ambos foram
iguais ao grupo CO. O grupo SO+CO ndo apresentou alteracBes na arquitetura do figado. Por
outro lado, os animais tratados com 6leo de coco apresentaram um aumento no nimero de
vasos na regido do espaco porta, acimulo de fibras colagenas do tipo 1, bem como aumento
da reserva de glicogénio. Conclusdo: A dieta CO resultou em processo inflamatério hepético
intenso, possivelmente devido ao excesso de &cidos graxos saturados séricos e auséncia de
acidos graxos essenciais no soro e figado, que culminaram em lesdo do tecido sem a presenca
da resisténcia a insulina. A presenca de &cidos graxos essenciais no grupo SO+CO parece ter
amenizado o processo inflamatorio retardando o desarranjo da estrutura do figado, entretanto,

sem protegé-lo dos efeitos da resisténcia hepatica a insulina.

Palavras-chave: 6leo de coco, acidos graxos de cadeia média, acidos graxos essenciais,

resisténcia a insulina e fibrose.
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ABSTRACT
Introduction: The increasing consumption of coconut oil is due, in part, to its composition in
medium-chain fatty acids, which are seen as safe and which, supposedly, would result in
health benefits. However, it is an oil that is also rich in saturated fatty acids (SFA) and poor in
mono and polyunsaturated fatty acids and free from essential fatty acids. The excess of SFA
and the deficiency of mono- and polyunsaturated fats contribute to the pathogenesis of insulin
resistance, inflammation and nonalcoholic fatty liver. Objective: To evaluate the influence of
a normolipid diet based on coconut oil on the serum and hepatic profile of fatty acids (FA)
and its relationship with insulin sensitivity in rats. Methods: Male Wistar rats, with an initial
age of 30 days, were randomly assigned to three groups: SO, SO + CO and CO, formed from
animals fed, respectively, with an AIN-93G diet, based on soybean oil. (SO, 70 g/kg); diet
containing a mixture of soybean oil (35 g/kg) and coconut oil (35 g/kg) (SO + CO); and diet
based on coconut oil (CO, 70 g/kg) for 60 days. At 90 days of life, indicators of insulin
sensitivity and inflammatory markers (Glycemia, Insulin, HOMA-IR, AST, ALT and CRP),
the protein content of PEPCK, GSK, SCD-1, PPAR-alpha and CPT- 1, histological analysis
of the liver and the serum and liver fatty acid profile, as well as the percentage of fatty acids
in the diets. Results: The CO diet showed a high percentage of SFA (93%), mainly lauric acid
(40.4% among medium chain GA) and myristic (20.94% among long chain GA). The CO and
SO + CO diets were similar regarding the predominance of lauric acid (40.4% and 23.8%,
respectively) and myristic (20.9% and 11.8%, respectively) and low concentration of oleic
acid. (5.9% and 14.9%, respectively). A deficiency of essential FA in the CO diet was
observed and this reflected in the presence of mead in the serum and liver of the animals in
this group. In addition, the CO group showed high serum concentrations of saturated fats and
MUFAS and low concentrations of PUFAS, especially stearic, elaidic and mead acids. In the
SO+CO group, the serum concentrations of stearic and elaidic acids were similar to the CO
group. Total food intake was higher in the CO group compared to the SO and SO + CO
groups. Absolute and relative liver fat were lower in the CO group compared to SO and SO +
CO, while serum TG was higher in the CO group compared to SO and the SO + CO group did
not differ from the others. Blood glucose did not differ between the groups, but insulinemia
was lower in the CO group compared to SO+CO and both did not differ from the SO group.
The highest HOMA-IR was observed in the SO+CO group, while the CO and SO groups were
similar to each other. ALT and CRP were higher in the SO+CO group compared to the SO,
and the CO group did not differ from these two groups. The protein level of SCD1 was lower

in CO compared to the others, while glycogen synthetase was lower in the SO+CO group than
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in the SO and both were equal to the CO group. The SO+CO group showed no changes in
liver architecture. On the other hand, animals treated with coconut oil showed an increase in
the number of vessels in the portal space region, accumulation of type 1 collagen fibers, as
well as an increase in glycogen reserve. Conclusion: The CO diet resulted in an intense
hepatic inflammatory process, possibly due to the excess of serum saturated fatty acids and
absence of essential fatty acids in serum and liver, which culminated in tissue damage without
the presence of insulin resistance. The presence of essential fatty acids in the SO+CO group
seems to have attenuated the inflammatory process, delaying the derangement of the liver
structure, however, without protecting it from the effects of hepatic insulin resistance.

Keywords: coconut oil, medium chain fatty acids, essential fatty acids, insulin resistance and

fibrosis.
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INTRODUCAO

A procura por uma alimentacéo natural é crescente e constantemente aliada & busca de
uma vida mais sauddvel. Nesse sentido, o 6leo de coco (OC) ganhou forca em sua
comercializacdo por ser um 6leo vegetal e rico em &cidos graxos de cadeia média (MCFAs,
60-70% da composi¢do) os quais, supostamente, resultariam em beneficios a saide como a
reducdo do tecido adiposo, melhora no perfil lipidico, especialmente com o aumento de HDL-
c e efeitos termogénicos. Ainda, os MCFAs seriam eficazes em suprimir respostas
inflamatorias, resisténcia a insulina, intolerancia a glicose e obesidade em ratos alimentados
com dieta hiperlipidica (GENG et al., 2015; TERADA et al., 2012). Apesar desses achados,
outros aspectos sobre a composi¢do do OC devem ser considerados, tais como a auséncia de
acidos graxos essenciais e a alta porcentagem de &cidos graxos saturados (82%) em sua
composicdo (EYRES et al., 2016). Somada a polémica sobre a associacdo do alto consumo de
gorduras saturadas e o desenvolvimento de doencas cardiovasculares, a literatura pertinente
destaca que a quantidade e o tipo de acidos graxos saturados na dieta influenciam diretamente
0 metabolismo glicidico, ocasionando resisténcia insulinica (VIANA et al., 2020). Esta possui
forte relacdo com a inflamacg&o do tecido adiposo e promove sua lipélise levando ao aumento
dos niveis de &cidos graxos ndo esterificados no sangue, o0 que propicia 0 acimulo de gordura
ectopica nos tecidos muscular e hepatico, tendo como consequéncia, a reducdo da
sensibilidade a insulina nesses tecidos. Apesar de diretrizes dietéticas estipularem em 10% o
consumo energético total de gorduras saturadas (SANTOS et al.,, 2019), a ingestdo de
diferentes formas de apresentacdo, por exemplo, OC e suplementacdo com MCFAs deve ser
levada em consideracdo, pois cada uma destas pode gerar interacbes metabdlicas distintas
chegando a comprometer a satde, ainda que o consumo do 4cido graxo saturado esteja dentro
da proporcdo maxima recomendada. Em nosso trabalho, avaliamos a influéncia de uma dieta
normolipidica a base de 6leo de coco sobre o perfil hepéatico de acidos graxos e sua relacédo

com a sensibilidade hepatica a insulina em ratos.

MATERIAL E METODOS

Todos os procedimentos experimentais realizados seguiram as normas do Conselho
Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) e foram aprovados pelo Comité
de ética no uso de animais (CEUA)/UFMT sob n° 23108.115132/2015-27.
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Animais e dietas

Ratos Wistar machos foram obtidos na prépria coldnia de reproducdo da UFMT, ap6s
0 desmame. Aos 30 dias de idade, os animais foram aleatoriamente distribuidos entre trés
grupos: SO, consistindo de ratos alimentados com uma dieta controle (AIN-93G, 70g/Kg 6leo
de soja); SO + CO, que consiste em ratos alimentados com dieta contendo uma mistura de
6leo de soja e 6leo de coco (35 g/Kg de 6leo de soja + 359/Kg de dleo de coco); e CO,
consistindo em ratos alimentados com uma dieta contendo éleo de coco (70g/kg). As dietas
eram isocaldricas, preparadas semanalmente e armazenadas a -20 °C. Durante o periodo
experimental, que compreendeu 60 dias, 0s ratos tiveram acesso as respectivas dietas e a agua
ad libitum. Os ratos foram mantidos em gaiolas coletivas (quatro ratos/gaiola) e foram
alojados a 22 ° C com um ciclo de 12 h de luz-12 h de escuriddo até os 90 dias de vida.
Tabela 1. Composicdo das dietas experimentais (g/kg) controle (SO), 6leo de soja + 6leo de
coco (SO + CO) e bleo de coco (CO).

Ingredientes SO* SO+CO CcoO
Amido de milho 397.0 397.0 397.0
Caseina (84% de proteina) 200.0 200.0 200.0
Amido de milho dextrinizado 132.0 132.0 132.0
Sacarose 100.0 100.0 100.0
Oleo de soja 70.0 35.0 -
Oleo de coco - 35.0 70.0
Fibra 50.0 50.0 50.0
Mistura de minerais AIN-93G* 35.0 35.0 35.0
Mistura de vitaminas AIN-93G* 10.0 10.0 10.0
L-cistina 3.0 3.0 3.0
Cloridrato de colina 2.5 2.5 2.5

*Veja Reeves et al. (1993) para mais detalhes

Procedimentos experimentais

A ingestdo alimentar foi registrada trés vezes por semana durante todo o periodo

experimental, que compreendeu 60 dias. A ingestdo alimentar foi calculada como o peso (em

gramas) da dieta fornecida menos aquela recuperada e expressa em valores absolutos ou



1366
1367
1368
1369
1370
1371
1372
1373
1374
1375
1376
1377
1378
1379
1380
1381
1382
1383
1384
1385
1386
1387
1388
1389
1390
1391
1392
1393
1394
1395
1396
1397
1398
1399

40

relativos. Para avaliar a ingestdo alimentar relativa, a ingestdo total durante o periodo
experimental foi normalizada por 100 gramas de peso corporal dos animais aos 90 dias de

idade (final do periodo experimental). O peso corporal foi verificado uma vez por semana.

Determinacéao de glicose e insulina no sangue

Amostras de sangue, plasma ou soro foram obtidas da ponta cortada da cauda dos
ratos em jejum (12 h) para determinacdo da glicemia (glicosimetro Accu - Chek, Roche,
Alemanha) e insulinemia por kit comercial (Wiener Lab Group, Brasil).

O calculo do HOMA-IR foi realizado a partir da formula: insulina jejum (nUI/mL) X

glicose em jejum (mmol/L) / 22,5.

Parametros bioquimicos

AST (aspartato transaminase), ALT (alanina transaminase), PCR (proteina C reativa
ultrassensivel) e TG (triglicerideo) foram determinados por métodos enzimaticos utilizando

seus respectivos kits comerciais (Wiener Lab Group, Brasil).

Analise histolégica

Amostras de figado foram coletadas e imediatamente fixadas com paraformaldeido 4%
em tampdo fosfato Sorensen, pH 7,4, a 4 °C por 24 h. Na sequéncia e ap0s desidratacao
alcodlica e diafanizagdo por xilol, as amostras foram incluidas em parafina, seccionadas a 5
pum em microtomo HYRAX M60 (Zeiss, GR), desparafinizadas e coradas com hematoxilina e
eosina, reticulina, sirius red e PAS para analise morfologica.

O escore histologico é classificado de 0 a 4, sendo ausente (0), até 5 goticulas (1), até
10 goticulas (2), mais que 10 goticulas (3) e alteracdo vacuolar com acumulo de goticulas (4).
Para analise dos escores histoldgicos, um observador cego avaliou 0s seguintes parametros:
estrutura hepatica, distribuicdo de colageno 3 e colageno 1 e reserva de glicogénio. Os dados
foram determinados usando uma objetiva de alta resolucdo (x40) em um microscépio
AxioScope.Al (Zeiss, GR). As andlises foram realizadas com o auxilio do software
Axiovision (Zeiss, GR).
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Immunoblotting

Para a deteccdo do contetdo proteico de PEPCK, GSK, SCD-1, PPAR-alfa e CPT-1
foi realizada a técnica de Western Blot. Para medida da concentragdo proteica dos
homogenatos foi utilizada como referencial, uma curva-padréo de albumina. Com 16 amostras
(4 por grupo), separadas em duas sequencias de blotting, com 100 ug de proteina total a partir
de cada grupo experimental, foram incubadas durante 5 minutos a 100 °C em tampéao de
Laemmli concentrado 4X (fosfato de sédio a 0,014%, pH 7,8, 0,1% de azul de bromofenol,
glicerol 50%, SDS a 10%, mercaptoetanol a 2%) (4:1, v / v) e, em seguida, aplicadas em géis
de eletroforese a 10% , 120 V durante 30 min. Tampéo de Corrida (Trisma base 200 mM,
glicina 1,52 M, EDTA 7,18 mM e SDS 0,4%), foi diluido 1:4. Para as corridas eletroforéticas
foram utilizados géis bifasicos (SDSPAGE): géis de empilhamento (EDTA 4 mM, SDS 2%,
Trisma base 750 mM, pH 6,7) e géis de resolucdo (EDTA 4 mM, SDS 2%, Trisma base 50
mM, pH 6.7). A eletrotransferéncia das proteinas para membranas de nitrocelulose (BioRad)
foram realizadas durante 2 horas a 120 V (constante) em tampao contendo SDS e metanol. A
seguir, as proteinas separadas por SDS-PAGE foram transferidas para a membrana de
nitrocelulose, utilizando-se o sistema de transferéncia semiseco, modelo Trans-Blot SD-Dry,
durante 15 min, banhadas com Tampdo de Transferéncia (Trisma base 25 mM, glicina 192
mM). Apds transferéncia, as membranas foram blogueadas com 5% de leite desnatado em
solucdo Trissalina (TBS) (Trisma base 1 M, NaCl 0,5 M, Tween 20, 0.5%) e, a seguir foram
lavadas com solugdo TBS em 3 sessdes de 5 minutos. As proteinas a serem analisadas foram
detectadas nas membranas de nitrocelulose através da reacdo com anticorpos especificos por
12 h a 4°C. As membranas foram entdo lavadas com TBS e incubadas, por 1 hora a
temperatura ambiente, com um anticorpo secundario acoplado a horseradish peroxidase
diluido em TBS com albumina bovina a 3%. A deteccdo do complexo antigeno-anticorpo fixa
a membrana foi visualizado por quimiluminescéncia. Apds a revelagdo, as bandas obtidas
foram quantificadas utilizando-se o programa Imagelab. Os dados numéricos obtidos,
correspondentes as bandas proteicas, foram comparados estatisticamente no software

Graphpad Prism.

Determinacéo de gordura hepatica



1433
1434
1435
1436
1437
1438
1439
1440
1441
1442
1443
1444
1445
1446
1447
1448
1449
1450
1451
1452
1453
1454
1455
1456
1457
1458
1459
1460
1461
1462
1463

1464

42

O conteldo de lipideo hepético foi determinado por método gravimétrico seguido por

extracdo com cloroférmio-metanol (2: 1), de acordo com FOLCH et al. (1957).

Determinacdo de &cidos graxos

Para determinagéo de &cidos graxos séricos, NaOH metandlico (1 ml) foi adicionado a
300 pl de soro e aquecido por 10 min. Apos o resfriamento, 2 ml de reagente de esterificacao
foram adicionados a amostra e aquecidos por 5 min. Em seguida, foram adicionados 2 ml de
hexano e 5 ml de solucdo saturada de NaCl. Apos a separagdo das fases, a fase superior foi
aspirada e mantida a —20 ° C até a analise do processamento. O perfil de acidos graxos das
dietas e do figado foi determinado apos a extracdo pelo método de Folch et al. (1957) e a
esterificacdo pelo método 55/IV (1AL, 2008). Foi usado um cromatografo a gas acoplado a
um detector de espectrometria de massas, modelo GC-7890A/MSD-5975C com autosampler
120, da marca Agilent Technologies®. Todos os solventes utilizados foram de grau HPLC.
Para quantificacdo dos ésteres metilicos de acidos graxos, foi usada a mistura de padrdes de
referéncia com 37 ésteres metilicos, C4-C24 (Sigma- Aldrich, Lote LRACO0565) e
quantificados por normalizacdo da area, conforme método 344/V (1AL, 2008). Os resultados

foram expressos em percentagem da area do éster metilico.

Analise estatistica

Os resultados sdo expressos como valores medios com desvio padrdo para 0 numero
de ratos indicado. O teste de Levene para a homogeneidade de variancias foi inicialmente
usado para determinar se os dados estavam em conformidade com as premissas necessarias
para uma ANOVA paramétrica. Quando necessario, os dados foram transformados em log
para corrigir a variancia na heterogeneidade ou ndo normalidade (SOKAL E ROHLF 1995).
ANOVA de uma via foi usada para comparar os dados dos grupos SO, SO + CO e CO.
Quando necessario, essas analises foram complementadas pelo teste de Tukey para determinar
a significancia das diferencas individuais. As diferencas foram consideradas significativas

para valores de P <0,05.

RESULTADOS
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Os pesos corporais inicial e final e a taxa de eficiéncia alimentar ndo diferiram entre os
grupos. A ingestdo total de alimentos foi maior no grupo CO do que nos grupos C e SO + CO.
A gordura hepatica absoluta e a relativa foram maiores nos grupos SO e SO + CO em relacéo
ao grupo CO (Tabela 2).

Tabela 2. Peso corporal inicial e final, ingestdo alimentar, razéo de eficiéncia alimentar, peso
absoluto e relativo do figado, gordura hepatica absoluta e relativa de ratos mantidos com
dietas controle (SO), 6leo de soja + 6leo de coco (SO + CO) e 6leo de coco (CO).

Grupos
Variaveis SO SO +CO CO
Peso corporal inicial (g) 65.60 = 9.40 64.71 +11.92 65.04 + 9.36
(7) (7) (9)
Peso corporal final (g) 354.04 + 22.85 365.13 £ 49.72 358.77 + 38.51
(7) (7) (9)
Ingestéo alimentar (g) 1004 + 26° 998 + 6" 1087 + 442
(7) (7) (9)
Raz&o eficiéncia alimentar 0.29+£0.01 0.30 £ 0.04 0.26 £ 0.03
(7) () (9)
Peso do figado (g) 11.3+£3.0 119+21 124+1.8
(6) (7) (9)
Peso relativo do figado 35+0.2 3.2+0.3 3.3+05
(9/100g do peso corporal) (6) @) 9)
Gordura do figado 0.75 + 0.35° 0.61 +0.28° 0.27 +0.08°
(9/peso total do figado) (6) (7) 9)
Gordura do figado 6.52 £ 1.82° 5.05+1,70° 2.44 +0,67°
(9/100g figado) (6) (7 9)

Os valores sdo a média com desvio padrdo para o numero de ratos mostrados entre parénteses.
Os valores médios com diferentes letras sobrescritas foram significativamente diferentes (P
<0,05, teste de Tukey).

Como esperado, na dieta CO houve predominio de acidos graxos saturados (93%),
com destaque para os de cadeia media (57,5%), principalmente &cido laurico (40,4%) seguido
do &cido caprilico (9,34%) e acido caprico (7,69%). Entre os acidos graxos saturados de
cadeia longa, predominou o acido miristico (20,94%), seguido do acido palmitico (10,30%) e
do acido esteéarico (3,52%). Quanto aos acidos graxos monoinsaturados, houve predominio do
acido oleico (5,96%). O acido linoleico (6mega 6) foi o Unico acido poliinsaturado detectado
na dieta CO (0,724%) e o &cido alfa-linolénico ndo foi detectado. Na dieta SO + CO, os

acidos graxos saturados também predominaram (59,9%), os quais 32,8% representam os de
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cadeia média, seguidos pelos poliinsaturados (24,8%) e monoinsaturados (15,8%). Entre 0s
saturados, o acido laurico representou 23,8%, seguido pelos &cidos miristico, palmitico,
caprilico, caprico e estearico (11,8%, 10,6%, 4,98%, 4% e 3,6% respectivamente). O acido
oleico representou 14,95% na dieta SO + CO. Linoleico e alfa-linolénico foram encontrados
na propor¢éo de 22,57% e 2%, respectivamente. Na dieta SO, predominaram os &cidos graxos
poliinsaturados (53,06%), acido linoleico (46,96%) e acido alfa-linolénico (5,44%). Os acidos
graxos saturados representam 17,4 %, entre os quais palmitico e estearico foram os mais
comuns (12,96% e 3,43%, respectivamente), e os de cadeira média representam 0,1%. Ja para
0s monoinsaturados, os mais comuns foram o oleico e o elaidico (27,59% e 1,39%,

respectivamente) (Tabela 3).

Tabela 3. Composicao de acidos graxos das dietas dos grupos controle (C), misto (SO + CO)
e Oleo de coco (CO).

Acido graxo Grupo

C SO +CO CO
Butirico (C4:0) - 0.007 -
Caproico (C6:0) - 0.398 0.772
Caprilico (C8:0) 0.025 4.988 9.343
Pelargbnico (C9:0) - 0.003 0.006
Caprico (C10:0) 0.012 4.004 7.693
Acido Hendecandico (C11:0) - 0.011 0.023
Ladrico (C12:0) 0.084 23.883 40.490
Acido Tridecilico (C13:0) - 0.015 0.028
Miristico (C14:0) 0.1 11.89 20.941
Acido Pentadecilico (C15:0) 0.010 0.013 0.007
Palmitico (C16:0) 12.963 10.625 10.306
Margarico (C17:0) 0.065 0.034 0.007
Estearico (C18:0) 3.434 3.608 3.522
Azelaico (C19:0) - 0.004 -
Araquidico (C20:0) 0.273 0.157 0.071
Acido Heneicosilico (C21:0) 0.027 0.014 -
Behénico (C22:0) 0.349 0.182 0.015

Acido Tricosilico (C23:0) 0.031 0.032 -
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Lignocérico (C24:0)

Lauroleico (C12:1 n-3)

Palmitoleico (C16:1)

Continuagao.

Roughéanico (C16:3)

Acido Heptadecen-10cis-6ico (C17:1n-7c)
Acido Octadecen-5cis-6ico (C18:1 n-5)

Oleico (C18:1)

Elaidico (C18:1)

Vacénico (C18:1)

Acido Octadecadien-cis,13cis-oico (C18:2)
Acido Octadecadien-10trans,12cis-oico (C18:2)
Linoleico (C18:2)

Acido linoleico conjugado (CLA) (C18:2)
a-Linolénico (C18:3)

Eleostearico (9cis,11trans,13trans-conjugado
acido linolénico) (C18:3)

Eleostearico (9cis,11trans,13trans-conjugado
acido linolénico) (C18:3)

Acido Octadecatriendico (isbmerol) (C18:3)
Acido Octadecatriendico (isbmero2) (C18:3)
Acido Eicosen-9-6ico (C20:1)

Acido Eicosadien-11,14cis-6ico* (C20:2)
Acido dihomo y-linolénico (C20:3)

Total

Soma dos acidos graxos saturados

Soma dos acidos graxos monoinsaturados
Soma dos acidos graxos poli-insaturados

Soma do 6mega 3

Soma do dmega 6

Soma do 6mega 9

0.103
0.010
0.064

0.014
0.029
0.010
27.59
1.36
0.034
0.166
46.962
0.032
5.449
0.018

0.022

0.08
0.019
0.459
0.027
0.277

100

17.449
29.556
53.066
5.463
47.239
29.014

0.064
0.007
0.035

0.014
0.016
14.950
0.603
0.017
0.084
0.064
22.570
0.013
2.019

0.009

0.007
0.207
0.019
0.11
100
59.95
15.849
24.895
2.019
22.680
15.588

45

0.018

0.007

5.960
0.043

Os valores sdo expressos em porcentagem.
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Os &cidos estedrico e elaidico foram semelhantes no soro de ratos mantidos com dieta
SO+CO e CO, sendo estes maiores em relacdo ao grupo SO. No grupo CO, os acidos
linoléico e araquiddnico foram menores em comparagdo aos grupos SO + CO e SO. O &cido
hidromel foi encontrado apenas no soro dos animais do grupo CO. As concentracles séricas
dos &cidos palmitico, vacénico e palmitoleico foram semelhantes entre os grupos.

Os 4acidos graxos saturados e monoinsaturados foram maiores no grupo CO em
comparagao com 0s outros grupos. A concentracdo sérica de acidos graxos poliinsaturados foi
menor no grupo CO do que nos grupos SO e SO + CO (Tabela 4).

Tabela 4. Composicao de acidos graxos séricos em ratos dos grupos controle (SO), misto (SO
+ CO) e 6leo de coco (CO).

Acido graxo Grupo
SO SO + CO CcO
(7) (7 9)

Palmitico 32.61 +6.96 30.91 + 34.66 + 6.83
4,02

Estearico 11.33 +5.88° 16.84 + 21.41 +1.872
0.872

Vacénico 1.76 + 2.75 341+ 8.26 + 12.37
4.35

Linoleico 12.88 + 6.22 8.18 + 0.82 +2.33°
5.922

Araquiddnico 41.40 + 8.192 36.84 + 18.36 £ 9.73°
6.217

Palmitoleico 00 0.48 + 2.70 £ 3.08
1.28

Elaidico 0+0° 330+ 9.66 + 8.09°
4,122

Hidromel 0+0P° 0+0P 4.07 + 4.392

SFAs 43.95 + 3.67° 47.75 56.07 + 6.172
3.63"

MUFAs 1.76 £ 2.75° 7.20 + 20.62 + 6.50°
3.83"

PUFAs 56.05 * 3.652 52.22 39.81 + 4.15°
3.63?

Os valores sdo a média com desvio padrdo para o numero de ratos mostrados entre parénteses.
Os valores médios com diferentes letras sobrescritas foram significativamente diferentes (P
<0,05, teste de Tukey). SFAs = 4&cidos graxos saturados; MUFAs = &cidos graxos
monoinsaturados; PUFAs = 4cidos graxos poli-insaturados.

Em relacdo aos &cidos graxos hepaticos, o &cido palmitoleico foi semelhante nos
grupos CO e SO e ambos foram maiores em comparagdo ao grupo SO + CO. O &cido oleico
foi maior no grupo CO em comparacao ao grupo SO + CO e ambos foram semelhantes ao

grupo SO. O &cido elaidico e o dihomo y a foram maiores no grupo CO em compara¢do com
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0 SO e o grupo SO + CO apresentou concentragdo que nao diferiu desses dois grupos. Os
acidos linoléico conjugado, eicosapentandico (EPA) e docosapentan-4,7,10,13,16-0ico foram
maiores em CO em relacdo com SO + CO e SO, e estes ultimos foram semelhantes entre si.
No grupo SO + CO, o &cido linoleico foi maior do que no grupo CO, mas menor em relacao
ao grupo SO. O &cido alfa-linolénico foi semelhante nos grupos CO e SO + CO e estes foram
menores em comparagdo ao SO. O &cido hidromel foi maior no grupo CO em comparacéo aos
demais grupos. Os acidos araquiddnico e docosahexandico foram menores no grupo CO em
comparagdo a SO + CO e SO (Tabela 5).

Tabela 5. Composicdo de acidos graxos hepaticos em ratos dos grupos controle (SO), misto

(SO + CO) e 6leo de coco (CO).

Acidos graxos SO SO+CO CcO

(6) () (9)
Acido Decanoico - - 0,002 + 0,004
Acido Dodecan6ico (laurico) 0,088 + 0,17 0,184 + 0,11 0,203 £ 0,16
Acido Tetradecandico (Miristico) 0,70+ 0,76 0,88 £ 0,50 1,22 +0,78
Acido Miristoleico 0,016 £ 0,018 0,026 + 0,042 0,053 + 0,058
Acido Pentadecandico 0,019 £ 0,029 - 0,017 £ 0,018
Acido Palmitico 27,99 + 4,47 26,84 + 3,54 26,93 £ 5,69
Acido Hexadecen-7cis-0ico 0,262 +0,212 0,143+ 0,193 0,370 0,387
Acido Palmitoleico 2,36+1,78°  197+118"  4,14+143°
Acido Hexadecendico - - 0,238 + 0,335
Acido Margarico 0,030 £0,060 0,053 +0,061 0,064 0,043
Acido Heptadecen-10cis-6ico - - 0,004 + 0,011
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Acido Estearico

Acido Octadecen-5cis-6ico
Continuacao.

Acido Oleico

Acido Elaidico

Acido Vacénico

Acido Octadecadien-6, 11cis-6ico
Acido Eicosatrien-7, 11, 14cis-6ico
Acido Linoleico conjugado 10-trans,
12-cis

Acido Linoleico

Acido Eicosatriendico (ETA)
Acido Gama-Linoleico

Acido Gadoleico

Acido Gonddico

Acido alfa-linolénico

Acido Eicosadiendico

Acido Hidromel (Mead acid)

15,93 £ 2,02

10,48 + 3,392

1,77 +1,02°

0,66 + 1,63

12,78 £ 3,63°

0,15+0,18

0+0,426

0,29 + 0,26°

0,030 = 0,046

0,08 +£0,13"

17,49+ 2,41

9,73 +£ 3,22

2,70 +1,72%

0,63 +1,60

7,90 + 3,09°

0,10+ 0,08

0,519 + 0,427

0,011 + 0,028

0,07 +0,11°

0,017 + 0,043

0,40 +0,39°

18,09 + 3,22

0,135+ 0,304

14,93 + 4,86°
4,45 + 1,39
0,16 + 0,09
0,069 + 0,061
0,0203+
0,0288
0,18 + 0,107
3,04 £2,31°
0,23+0,35
0,03 +£0,04
0,510 + 0,462
0,006 + 0,017
0,003 +0,10°

0,039 + 0,047

3,28 £1,52°
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Acido Eicosatrien-5, 11, 14 cis-6ico
Acido Eicosatrien-7, 10, 13 cis-6ico
Continuacdo

Acido Dihomo v linolénico

Acido Eicosapentanoico (EPA)
Acido Araquidénico

Acido Eicosatrien-7, 10, 13 cis-6ico
Acido Adrénico

Acido Docosapentaen-4, 7, 10, 13, 16-
oico

Acido Docosapentaenoico (DPA)
Acido Docosaexan6ico (DHA)
Soma

Acidos graxos saturados

Acidos graxos insaturados

Acidos graxos monoinsaturados

Acidos graxos poli-insaturados

Omega 3

Omega 6

0+0,061

0,11 +0,21°

0,03 +0,07°

18,95 £ 3,72°

0,066 + 0,093

0,39 + 0,37

0,24 +0,23°

0,45+ 0,38

574 £2,10°

100

44,8 +£5,22

55,19+5.2

15,78 + 5,28

39,40 + 8,66

6,07 + 2,20%

32,69 + 5,92°

0,0204 + 0,05

0,019 + 0,048

0,21+ 0,27%

0,22 +0,31°

20,54 + 3,15°

0,85+ 0,67

1,30 +£0,93°

0,38 £0,29

6,28 £ 2,24%

100

45,45 + 1,88

54,10 + 1,69

15,74 + 5°

38,35 + 6,24°

6,57 £2,53°

29,91 + 3,74°

0,195+ 0,121

0,0251 + 0,160

0,46 + 0,18?

1,29 +0,96%

13,06 + 4,61°

0,137 + 0,113

0,66 + 0,78

3,49 +2,13°

0,08 £ 0,08

2,07 +1,28°

100

46,54 + 3,66

53,41+ 3,5

24,77 £ 7,42

28,64 + 10,45°

337+ 2,19°

22,31 +6,10°
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Razdo 6mega 6/6mega 3 5,88 +1,67 516 +£2,12 7,03 £ 2,65
Razao DHA/ARAQUIDONICO 0,29 + 0,06? 0,29 + 0,072 0,15 + 0,06°
Razdo EPA/ARAQUIDONICO 0,001 +0,004° 0,008 +0,012° 0,088 % 0,049?
Razdo MONO/SAT 0,35+0,11°  0,34+0,10°  052+0,12
RazAo oleico/palmitoleico 0,37 +0,12° 0,35+ 0,07° 0,54 + 0,08
Raz&o araquiddnico/linoleico 1,56 + 0,40° 2,90 +1,08° 5,22 + 2,212
Raz&o palmitoleico/palmitico 0,08 +0,46° 0,07 £0,37° 0,15 + 0,022

Os valores sdo a média com desvio padrdo para o numero de ratos mostrados entre parénteses.
Os valores médios com diferentes letras sobrescritas foram significativamente diferentes (P
<0,05, teste de Tukey). DHA = Docosahexanoico; EPA = Eicosapentaenoico; MONO =
acidos graxos monoinsaturados; SAT = acidos graxos saturados.

A soma dos acidos graxos monoinsaturados foi maior no grupo CO em relac¢éo ao SO
+ CO e ambos ndo diferiram do SO, enquanto a soma de poliinsaturados foi menor em CO em
comparagdo aos grupos SO + CO e SO. Além disso, a soma do émega 6 foi menor no grupo
CO do que no SO + CO e SO, enquanto a soma do émega 3 foi menor no grupo CO do que no
grupo SO + CO, mas ndo diferiu do grupo SO (Tabela 5).

A relagdo DHA/Araquiddnico foi menor no grupo CO em relagdo ao SO + CO e SO.
Por outro lado, as relagbes EPA/araquid6nico, mono/sat, oleico/palmitoleico, araquiddnico/
linoleico, palmitoleico/palmitico foram maiores no grupo CO em rela¢do ao SO+CO e SO
(Tabela 5).

A glicemia em jejum néo diferiu entre os grupos. Em contraste, a insulina foi menor
no grupo CO em comparacdo ao SO+CO e ambos nédo diferiram do grupo SO. O HOMA-IR
foi semelhante nos grupos CO e SO e ambos foram menores em comparagdo ao SO+CO
(Figura 1).



1546
1547

1548
1549
1550
1551
1552
1553
1554
1555
1556
1557

1558
1559

51

A B C
150 151 100
a
NHE a
2 5 100 < ’_]; 10 ab 4 604 b
£ EE b & b
RS £ = o 40-
©= 501 £ 5- T
20
0 T T T 0 T T T 0 T T T
O H P L L L PP
o Y E%

Figura 1. Concentracdes de glicose (A) e insulina em jejum no sangue (B) e HOMA-IR (C)
de ratos mantidos em dietas com 6leo de soja (SO), 6leo de soja + 6leo de coco (SO + CO) ou
6leo de coco (CO) (n = 6 ratos do grupo SO e n = 5 ratos dos grupos SO + CO e CO). Os
valores médios com diferentes letras sobrescritas foram significativamente diferentes (P
<0,05, teste de Tukey).

A concentracdo de AST néo diferiu entre os grupos. No entanto, ALT e PCR foram
maiores no grupo SO+CO em comparagdo com SO e o CO ndo diferiu desses dois grupos.
Por fim, o TG foi maior no grupo CO em relacdo ao SO e 0 SO+CO néo diferiu dos dois
grupos (Figura 2).
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Figura 2. ConcentracGes de ALT (A), AST (B), PCR ulltrassensivel (C) e TG (D) séricos de
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ratos mantidos em dietas com 6leo de soja (SO), 6leo de soja + 6leo de coco (SO + CO) ou
6leo de coco (CO) (n = 6 ratos do grupo SO e n = 5 ratos dos grupos SO + CO e CO). Os
valores médios com diferentes letras sobrescritas foram significativamente diferentes (P
<0,05, teste de Tukey).

A expressao proteica das enzimas CPT1 e PKA no tecido hepatico ndo diferiu entre os
grupos. No entanto, a expressdo de PPAR-alfa foi semelhante nos grupos CO e SO + CO e
estes foram menores em comparacgdo ao grupo SO. A expressdo de SCD1 foi menor em CO

em comparagdo aos grupos SO+CO e SO (Figura 3).
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Figura 3. Nivel proteico hepéatico de CPT1 (A), PPAR-alfa (B), SCD1 (C) e PKA (D) de
ratos mantidos em 6leo de soja (grupo SO), dleo de soja + 6leo de coco (SO + CO) ou 6leo de
coco (CO) dietas (n = 6 ratos do grupo SO e n = 5 ratos dos grupos SO + CO e CO). Os
valores médios com diferentes letras sobrescritas foram significativamente diferentes (P
<0,05, teste de Tukey).
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O nivel proteico da enzima glicogénio sintetase hepética foi menor no grupo SO+CO
em relacdo ao SO e este Ultimo nédo diferiu do grupo CO. Por outro lado, a PEPCK néo diferiu

entre os grupos (Figura 4).

RESm - -
SO SO+CO CO SO sO+co co
A B
2000009 2000000-
150000- 1500000 T
v,
Vv ab T
% 100000- b E‘j 1000000- l I
7 i i
50000- l l 500000
0 I I I 0 T T T
O O O O O &
Y S

Figura 4. Nivel proteico hepético das enzimas GSK (A) e PEPCK (B) de ratos mantidos em
dieta a base de 6leo de soja (grupo SO), 6leo de soja + 6leo de coco (SO + CO) ou oleo de
coco (CO) (n = 6 ratos do grupo SO e n = 5 ratos dos grupos SO + CO e CO). Os valores
médios com diferentes letras sobrescritas foram significativamente diferentes (P <0,05, teste
de Tukey).

O gupo SO apresentou estrutura normal da arquitetura do figado (Figura 5A). Os
animais do grupo SO+CO também ndo tiveram alteracdes significativas (Figura 5B).

Entretanto, os animais tratados com 0leo de coco apresentavam um aumento no
numero de vasos na regido do espaco porta (Figura 5C). O colageno 3 nao sofreu alteracdes
nos dois tratamentos, assemelhando-se ao grupo SO (Figuras 5D-F). O coldgeno 1 foi
semelhante nos grupos SO e SO+CO (Figuras 5G e H). Porém, o grupo CO apresentou maior

acumulo de fibras colagenas do tipo 1 (Figura 51) com diferencas estatisticas (Tabela 5).
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Figura 5. Avaliacdo da arquitetura do figado de ratos mantidos dieta a base de 6leo de soja
(SO), oleo de soja + 6leo de coco (SO + CO) e 6leo de coco (CO). (A) Grupo SO apresentou
arquiteturas normais dos hepatécitos e do espaco porta. (B) Grupo SO+CO exibiu estrutura
normal (cabeca de seta). (C) Grupo tratado com dleo de coco (CO) apresentou aumento no
numero de vasos na regido do espaco porta (cabeca de seta). (D-F) Na andlise do colageno 3,
ndo foram evidenciadas alteracGes nos trés grupos. (G) Nos grupo SO e (H) grupo SO+CO foi
evidenciado coldgeno 1 ao redor da veia centro lobular (seta). (I) O grupo CO apresentou
maior acimulo de colageno 1 ao redor da veia centro lobular. (J) O grupo SO nédo apresentou
acumulo de glicogénio. (K) O grupo SO+CO apresentou pouco deposito de glicogénio (setas).

(L) Grupo tratado com 6leo de coco (CO) apresentou maior presenca de glicogénio (setas).
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Coloracéo: (A-C) Hematoxilina e eosina, (D-F) Reticulina, (G-1) Sirius red e (J-L) PAS. Barra
=50 um.

Avaliando a coloracdo de PAS, pode-se verificar um acumulo glicogénio nos animais
CO (Figura 5L). O grupo SO+CO ndo apresentou a formagédo de um quantitativo significativo

de glicogénio (Figura 5K).

Tabela 6. Efeito do 6leo de soja (grupo SO, 70 g/Kg), dleo de soja + coco (grupo SO+CO, 35
g/kg de 6leo de soja e 35 g/kg de 6leo de coco) e do 6leo de coco (grupo CO, 70 g/kg) na
estrutura tecidual do figado.

Grupo AcUmulo de Acumulo de Neovascularizacdo Glicogénio  Total

experimental colageno3  coldgenol  (escore 0-4) (escore 0-3) (escore 0-
(escore 0-4) (escore 0-4) 12)

Grupo SO 03%03 03%03 00 0+0 05+0.2

Grupo 0503 05+03 08%03 06%0,3 16+05

SO+CO

Grupo CO 0,8%0,2%* 2,6%0,3%* 2,6 0,3 14+0.2 7,6 % 0,25

Dados estéo expressos em média + desvio padréo. As diferengas entre os grupos foram
determinadas a partir dos valores originais utilizando analise de variancia (OneWay ANOVA)
seguidas, se significativas, pelo teste de Tukey. *** p<0,001.

DISCUSSAO

Avaliamos a influéncia de uma dieta normolipidica a base de 6leo de coco sobre o
perfil hepatico de acidos graxos e sua relacdo com a sensibilidade hepatica a insulina em
ratos. As dietas CO e SO+CO se assemelharam em alguns aspectos: predominancia de acido
laurico e miristico, e baixa concentracdo de &cido oleico. Apesar das altas concentracfes de
acido laurico nas dietas a base de 6éleo de coco, esse acido graxo foi detectado em baixas
concentracfes no figado e inexistiu no soro, possivelmente devido a sua rapida oxidacdo e
alongamento (RIOUX et al., 2003). Como esperado, a deficiéncia de acidos graxos essenciais
foi observada na dieta CO (acido graxo linoleico encontrado em baixissima concentracdo e
alfa-linolénico inexistente), e se refletiu na presenca de hidromel no soro e figado dos animais
desse grupo. Na deficiéncia alimentar de acidos graxos essenciais 0 organismo produz o mead
acid pelo alongamento e dessaturacdo do acido oleico (GEISSLER; POWERS, 2017). Na
dieta SO+CO essas deficiéncias parecem ter sido amenizadas, uma vez que o mead acid ndo
foi detectado no soro e figado. Dietas deficientes em &cidos graxos essenciais tém sido
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associadas a diminuicdo do peso corporal, ao aumento da ingestdo alimentar
(VERGROESEN, 1976) e do metabolismo de repouso e a reducdo da eficiéncia alimentar
(RAFAEL; PATZELT; ELMADFA, 1988; YAZBECK et al., 1989). Esses efeitos foram
observados quando a deficiéncia de acidos graxos essenciais foi acompanhada da reducéo de
lipidios da dieta (dietas contendo 2% de lipidios) ou quando esses animais foram submetidos
ao frio (5 °C). De acordo com esses estudos, a deficiéncia de acidos graxos essenciais altera as
propriedades estruturais e bioguimicas da barreira epidermal que causa perda de agua e calor
através da pele (MELTON et al., 1987), resultando em aumento do metabolismo de repouso
para compensar a termolise e manter a homeotermia (RAFAEL; PATZELT; ELMADFA,
1988; YAZBECK et al., 1989). Em nosso estudo, a dieta CO ndo diminuiu a eficiéncia
alimentar, embora os animais tenham apresentado aumento da ingestdo alimentar, e
manutencdo do peso corporal. Provavelmente, a oferta de dieta normolipidica e a manutengéo
dos nossos animais em ambiente termoneutro tenham amenizado os efeitos da deficiéncia.

Sabe-se que a concentracdo de &cidos graxos no soro reflete tanto a ingestdo dietética
quanto os processos biologicos (MINEHIRA et al., 2008). Neste estudo, ao compararmos o
perfil de acidos graxos dietéticos com o sérico, verificamos predominancia da sintese
enddgena de PUFAs, MUFAs, acidos elaidico e aracdénico no grupo CO em comparagdo aos
demais grupos. A menor proporc¢do de aracdonico no soro dos animais mantidos com a dieta
CO pode ter resultado da baixa proporcéo sérica do seu precursor, o acido linoleico. Os SFAs
séricos dos animais do grupo CO parecem ter originado da dieta. Os acidos estearico e
elaidico do soro dos ratos do grupo SO+CO também resultaram da sintese endégena. Em
adicdo, a maior proporgdo de MUFAs no soro desses animais em relagdo aos do grupo SO
deve ser interpretada com cautela, visto que os animais do grupo SO+CO apresentaram uma
maior proporcao de acido elaidico que é associado a resisténcia insulinica (ITCHO et al.,
2017). Curiosamente, apesar do grupo CO também ter apresentado maior proporcdo de
elaidico em relacdo ao grupo SO, a resisténcia a insulina foi observada apenas no figado
grupo SO+CO, tendo em vista os valores elevados do HOMA-IR, uma vez que este indice é
validado para avaliar a sensibilidade a insulina (CACHO el al., 2008).

A resisténcia hepatica a insulina € acompanhada de reducdo da concentracdo de
glicogénio hepatico associada a alteragdo do conteudo e/ou atividade da enzima glicogénio
sintase (MAGNUSSON et al., 1992). Em desacordo com essas observages, verificamos que
no grupo SO+CO o conteudo de glicogénio hepético ndo se alterou nem guardou relagdo com
a concentracdo proteica da enzima glicogénio sintase. Isso pode ter resultado do aumento da

atividade da glicogénio sintase ou do perfil de acidos graxos hepaticos, especialmente 0s
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polinsaturados da familia 6mega 3. Esses acidos graxos desempenham papel essencial como
particionadores de combustivel, direcionando a glicose preferencialmente para a sintese de
glicogénio (SHAHID; HUSSAIN, 2007). Em contrapartida, a resisténcia hepatica a insulina
verificada no grupo SO+CO foi acompanhada do aumento de dois marcadores de inflamacao,
a concentracdo sérica de PCR ultrassensivel e a atividade da ALT, sendo este Gltimo o
indicador mais preciso da inflamacdo hepatica (BURGERT et al., 2006). O processo
inflamatorio ndo teve relacdo com o contetdo de gordura ou com o perfil de acidos graxos,
nem alterou a morfologia hepaética.

Em contrapartida, a dieta CO reduziu significativamente o conteGdo de gordura
hepatica e alterou a arquitetura do figado, que apresentou aumento do nimero de vasos na
regido do espaco porta, acimulo de glicogénio, e de fibras colagenas do tipo 1 ao redor da
veia centro lobular. Embora as alteracdes na morfologia hepética apontem para a existéncia de
processo inflamatdrio e resisténcia a insulina, esses quadros ndao foram confirmados pelos
valores de ALT e HOMA-IR, respectivamente. Quanto ao aspecto inflamatério, ao avaliar o
perfil de acidos graxos no figado, verificou-se maior concentracdo de hidromel (mead acid),
confirmando a deficiéncia de acidos graxos essenciais. Curiosamente, 0 mead acid é precursor
de leucotrienos C3 e D3, que tém efeitos antiinflamatorios (HAMMARSTROM, 1981).
Adicionalmente, o grupo CO apresenta maior propor¢do de acido dihomo- y -linolénico que
interfere no metabolismo celular dos lipidios e na biossintese dos eicosandides
(ciclooxigenase e lipoxigenase), podendo ser posteriormente convertido por ceélulas
inflamatorias em acido 15- (S) -hidroxi-8,11,13-eicosatrienoico e prostaglandina E1 (PGEL),
que possui propriedades antiinflamatorias e antiproliferativas. Contudo, dihomo-y-linolénico
também é precursor do acido araquiddnico e por meio da via da ciclooxigenase resulta em
PGE-2 que estimula a proliferacdo de células cancerosas (WANG; LIN; GU, 2012). A menor
proporcdo de &cido aracdbnico hepatico encontrado no grupo CO em relagdo aos demais
grupos, pode ter resultado da sua excessiva utilizacdo para sintese de mediadores pro-
inflamatorios (prostaglandinas, tromboxanos e leucotrienos). Porém, a menor proporgdo de
acido aracddnico associada a maior propor¢cdo de EPA resultou na razdo EPA/aracdbnico
aumentada no grupo CO, apontando para menor efeito inflamatério (NELSON; RASKIN,
2019). Adicionalmente, esse grupo apresentou menor propor¢do de DHA, um acido graxo da
série dGmega-3, que possui efeitos anti-inflamatdrio, imunomodulador e metabdlico (HARRIS
et al., 2008), além de reduzido contetido proteico da SCD-1. Sabe-se que a inibicdo genética e
farmacologica da SCD-1 sensibiliza os hepatdcitos a apoptose induzida por SFAs e knockouts

de SCD-1 desenvolvem sinais de danos hepaticos e aumento de deposicdo de colageno (LI et
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al., 2009) e o aumento da atividade desta enzima contribui na sintese de &cidos graxos
(JUAREZ et al., 2006). Essas observacdes podem explicar a reducdo do contetido de gordura
e presenca de colageno tipo 1 hepética desses animais.

O conjunto de resultados observados no grupo CO sugere a presenca de processo
inflamato6rio, porém ndo relacionada a aumento da deposicdo de lipidios hepéaticos e a
resisténcia a insulina, mas sim a fibrose e angiogénese. Sugerimos que o perfil desfavoravel
de acidos graxos reduziu a gordura hepatica, produziu dano tecidual persistente e inflamacao.
A reducdo da gordura hepatica pode ter contribuido para a formacgdo de fibrose
(YAMAGUCHI et al, 2007). Adicionalmente, a inflamacdo pode ter ativado a
permeabilidade celular e promovido o recrutamento de células inflamatérias mediado por
quimiocinas (BRUNO et al., 2014; MARRA; TACKE, 2014; NOVO et al., 2014). Essas
células produzem citocinas angiogénicas e fatores de crescimento que induzem a proliferacédo
e migracdo de células endoteliais necessarias para a formacgdo de novos vasos (BOSISIO et
al., 2014; MARRA; TACKE, 2014; SIMPSON et al., 2003; TECCHIO; CASSATELLA,
2014). Além disso, o acumulo de células inflamatorias juntamente com a fibrose podem ter
contribuido para a hipdxia, por aumentar a resisténcia ao fluxo sanguineo e ao suprimento de
oxigénio no tecido lesado (MOON et al.,, 2009; NOVO et al.,, 2014; ROSMORDUC;
HOUSSET, 2010). A fibrogénese é regulada, entre outros fatores, pela apelina, uma adipocina
com multiplos efeitos fisioldgicos e patoldgicos, incluindo anti-inflamatérios. Curiosamente,
a apelina tem sido associada a reversdo da diminui¢do do glicogénio hepatico induzido por
TNF-a, sendo esse efeito mediado pela via JNK-IRS1-AKT-GSK em células HepGz2,
hepatdcitos e tecido hepético de ratos (CHU et al., 2013). A propor¢do aumentada de EPA no
figado do grupo CO corrobora a hipotese da modulacdo da sensibilidade & insulina por
apelina, considerando que esse acido graxo tem sido relacionado com aumento da sua
expressao génica e concentracdo (YUZBASHIAN et al., 2018). A maior deposicdo de
glicogénio hepético e conteido de GSK restaurados nos ratos mantidos com dieta CO também
reforcam essa suposicéo.

Assim, os resultados deste estudo sugerem que a dieta CO produziu um processo
inflamatorio intenso resultante da oferta excessiva de SFAs e auséncia de acidos graxos
essenciais, que culminou com a lesdo do tecido hepatico. A presenca dos acidos graxos
essenciais no grupo SO+CO parece ter amenizado o processo inflamatorio retardando o
desarranjo da estrutura do figado, porém sem protegé-lo dos efeitos sobre a sensibilidade a

insulina.
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