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RESUMO

O modelo experimental de obesidade induzido por dietas ricas em
gorduras e aclcares simples promove alteragdes glicémicas, como
hiperglicemia e intolerancia a glicose, e tem sido utilizado como estudo
da esteatose hepatica e também do quadro de inflamagéo presente nesta
doenca. A suplementacdo com Oleos ricos em 4cidos graxos
monoinsaturados parece contribuir para a atenuacdo dessas alteraces.
Neste estudo, foi avaliado o impacto da ingestdo de 6leo de macadamia
sobre o acimulo de lipidios hepaticos em dois tipos de dieta de cafeteria
com composic¢do de macronutrientes diferentes. Para tal, camundongos
C57BL/6 foram divididos em quatro grupos: controle (CTL), alimentados
com dieta de cafeteria (DC), suplementados com 06leo de macadamia
(OM: 1g/kg de m.c. por via oral) e alimentados com dieta de cafeteria e
suplementados com 6leo de macaddmia (DOM), por 120 dias. Foram
adotados dois modelos experimentais com duracdo de 120 dias com
diferentes composices de dieta de cafeteria (Modelo 1. 47% de
carboidratos, sendo destes 21% de acucar refinado simples; Modelo 2:
54% de carboidratos, sendo destes 41% de acUcar refinado simples).
Observamos que em ambos os modelos, a dieta de cafeteria promoveu:
aumento da adiposidade visceral, da glicemia de jejum, redugdo da
tolerancia a glicose, além do aumento no conteido de lipideos e células
de Kupffer em tecido hepético, assim como aumento na atividade
plasmatica da aspartado aminotransferase (AST). Quando a dieta de
cafeteria foi associada & suplementacdo com 06leo de macadamia, em
ambos os modelos, houve reducdo no contetido de células de Kupffer. No
entanto, observamos que a combinacdo do 6leo de macadamia com a dieta
de cafeteria promoveu efeitos distintos dependendo do percentual de
acucares simples ingerido. Na dieta com maior quantidade de aglcar
refinado (modelo 2), essa interacdo promoveu incremento na glicemia de
jejum, na atividade plasmética da AST e maior acumulo de lipideos
hepéaticos em relacdo ao grupo DC, mesmo reduzindo o contetido de
células inflamatérias hepéaticas. Com isso, concluimos que o consumo de
dieta de cafeteria independente da sua composigdo promove altera¢fes no
metabolismo glicémico e lipidico, caracteristica de um modelo de
obesidade. Ja& a suplementacdo com o6leo de macadamia (1g/kg/dia),
quando associada com dieta de cafeteria contendo maior percentual de
acucares simples (Modelo 2), intensificou as alteracGes glicémicas e
lipidicas ja proporcionadas pela dieta de cafeteria. Sendo assim, estes
achados alertam para o consumo de alimentos com alta densidade cal6rica
e com baixo valor nutricional e fornecem informacGes sobre um efeito



especifico do 6leo de macadamia dependendo da sua interagdo com outros
nutrientes.

Palavras-chave: dieta de cafeteria, obesidade, esteatose hepatica, 6leo de
macadamia



ABSTRACT

The diet-induced obesity model (using diets rich in fats and sucrose) has
also been used as a model for hepatic steatosis and inflammation.
However, the supplementation with oils rich in monounsaturated fatty
acids seems to play an important role in the attenuation of these
alterations. In this study, we tested two distinct cafeteria diets
compositions to induce obesity and evaluated the effect of macadamia oil
supplementation on several parameters including hepatic fat
accumulation. C57BL/6 mice were divided into four groups: control
group (CT), cafeteria diet (CAF), supplemented with macadamia oil at
1g/kg of body weight (MO) and cafeteria diet supplemented with
macadamia oil (CAF+MO), for 120 days. Two diet-induced obesity
models, with differences in the cafeteria diet composition, were used:
Model 1 - 47% of carbohydrates (21% refined carbohydrates); Model 2 -
54% of carbohydrates (41% refined carbohydrates). Mice treated with any
cafeteria diet showed an increase in visceral adiposity, fasting glycemia,
and a reduction in glucose tolerance. Moreover, cafeteria diet ingestion
increased hepatic fat accumulation, plasma aminotransferase (AST)
activity, and Kupffer cells. Interestingly, the association of cafeteria diet
with macadamia oil reduced Kupffer cells in both models. However, the
combination of cafeteria diet with macadamia oil had different effects on
other parameters depending on the percentage of refined carbohydrates.
Combining a diet enriched in refined sugar (model 2) with macadamia oil
ingestion caused a further increment in fasting glycemia, AST activity
and hepatic fat accumulation in comparison to CAF, even though there
were less hepatic inflammatory cells. Cafeteria diet, regardless the
composition, induced changes in glucose and lipid metabolism,
characteristics observed in obesity models. The association of macadamia
oil supplementation (1 g/kg/day) with cafeteria diet, with a higher
percentage of refined carbohydrates (Model 2), enhanced the metabolic
disturbances. Therefore, taken together, our results highlight the
detrimental effect of the intake of foods enriched in sugar, with high
energy density and low nutritional value.

Keywords: cafeteria diet; obesity; hepatic steatosis; macadamia oil
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1 INTRODUCAO
1.1 OBESIDADE

1.1.1 Definicéo e dados epidemioldgicos

A obesidade é definida como uma doenca cronica de natureza
multifatorial, dentre os quais se destacam fatores ambientais, nutricionais
e genéticos, e & caracterizada pelo acimulo excessivo de gordura
corporal, acarretando prejuizos a salde (BRASIL, 2007). Segundo a
World Health Organization - WHO (1995), um individuo adulto é
considerado obeso quando o seu indice de massa corporal (IMC),
determinado pela divisdo da massa do individuo pelo quadrado de sua
altura, é igual ou superior a 30 kg/m?, independente do sexo.

No mundo, quase 38% dos adultos apresentam obesidade, como
mostram os dados do National Health and Nutrition Examination Survey
(NHANES) de 2013-2014 e quase 8% dos adultos sdo extremamente
obesos (IMC > 40,0 kg/m?). Tal percentual de obesidade é mais alto entre
as mulheres (40,4%) em comparacdo aos homens (35,0%). Além disso, a
prevaléncia da obesidade parece ocorrer mais entre os adultos de meia-
idade (41% de 40 a 59 anos de idade) quando comparados a adultos jovens
(34,3% para 20 a 39 anos de idade) e idosos (38,5% dos adultos com 60
anos ou mais) (FLEGAL et al., 2016).

No Brasil, a prevaléncia de obesidade em adultos é de
aproximadamente 17,5% em ambos os sexos e quadruplicou entre 0s
homens e duplicou entre as mulheres nos Gltimos 35 anos (VIGITEL,
2014).

A obesidade esta associada ao aumento significativo na
mortalidade e com o risco de doencas, incluindo Diabetes Mellitus Tipo
2 (DM2), hipertensdo, dislipidemia, doenca cardiaca, acidente vascular
cerebral, apneia do sono, cancer, dentre outras (BIRO; WIEN, 2010;
MOLLER; KAUFMAN, 2005).

1.1.2 Etiologia da Obesidade

Como doenca de natureza multifatorial, a obesidade pode sofrer
influéncia de fatores genéticos e de fatores ambientes, por exemplo. Os
fatores genéticos influenciam a obesidade de duas maneiras: 1) com genes
que sdo fatores priméarios no desenvolvimento da obesidade, como a
deficiéncia de leptina, horménio que auxilia no controle da saciedade; 2)
genes de suscetibilidade, nos quais os fatores ambientais agem, levando a
obesidade. Além da herdabilidade do peso, a taxa metabdlica, a resposta
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térmica aos alimentos e a atividade fisica espontanea sdo, em certa
medida, hereditéarias (LOOS, 2012; RANKINEN et al., 2006).

Nas ultimas décadas, houve mudanca nos padrdes alimentares da
populacdo brasileira, caracterizada pela elevacdo do consumo de
alimentos processados, industrializados, com alto valor energeético,
baixo teor de nutrientes, altos teores de sodio, de gorduras
saturadas, gorduras trans e carboidratos refinados, assim como

a redugdo do consumo de alimentos “in natura”, ricos em fibras (LEVY
etal., 2012).

Essa mudanca nos héabitos alimentares tem contribuido para o
desequilibrio energético observado na obesidade, o que pode levar ao
ganho de peso e disturbios metabolicos causando estresse e disfuncdo
tecidual (GUILHERME et al., 2008).

As mudancas no fornecimento global de alimentos, incluindo a
disponibilidade de alimentos baratos, saborosos e com alta densidade
caldrica, podem ser responsaveis, em parte, pelo aumento da prevaléncia
da obesidade (SWINBURN et al., 2011).

Dados epidemioldgicos sugerem que dieta rica em gordura
saturada e acucar refinado, estd associada a obesidade. Em avalia¢do
prospectiva de trés coortes (120.877 homens e mulheres), 0 aumento do
consumo de batatas fritas, bebidas agucaradas e carnes processadas foi
diretamente associado ao ganho de peso (MOZAFFARIAN et al., 2011).

Aliado a qualidade da dieta, outros fatores contribuem para o
desenvolvimento da obesidade. Estilo de vida sedentario, por exemplo,
reduz o gasto de energia e promove o0 ganho de massa corporal. A partir
de dados do NHANES, foi observado que a obesidade foi mais evidente
e inversamente proporcional a atividade fisica moderadamente vigorosa,
e diretamente proporcional ao tempo assistindo televisdo, pratica essa
rotineira na atualidade (MAHER et al., 2013).

De todos os comportamentos sedentarios, assistir televisdo por
tempo prolongado parece ser o mais preditivo risco de obesidade e de
DM2. No Nurses' Health Study, apés o ajuste para idade, tabagismo, nivel
de exercicio e fatores alimentares, cada incremento de duas horas gasto
assistindo televisdo estava associado ao aumento de 23% (95% IC 17-
30%) no risco de obesidade e aumento de 14% (95% IC 5-23%) no risco
de DM2 (HU, 2003).

Além disso, Spiegel, Tasali, Penev (2004) realizaram um estudo
com 12 homens adultos saudaveis, com massa corporal normal. Estes
foram submetidos a duas noites de restricdo de sono (quatro horas por
noite) e duas noites de extensdo de sono (10 horas por noite), espacados
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com seis semanas de intervalo com condi¢es controladas de ingestao
caldrica e atividade fisica. Os autores mostraram que a restricdo do sono,
guando comparada com a extensdo do sono, foi associada a diminuicéo
da leptina sérica (hormdnio anorexigénico), e ao aumento da grelina
sérica (horménio orexigénico), refletindo no aumento da fome e do
apetite (em particular para alimentos com alta densidade calérica e ricos
em carboidratos simples).

Outro fator, como a nutricdo materna ou perfil endocrino durante
a gestacdo é provavelmente um determinante importante da programacao
metabdlica, podendo ter efeitos permanentes sobre a predisposicdo de um
individuo para a obesidade e doenca metabdlica (WAHI; ANAND, 2013).
Como exemplo, o peso corporal da mae durante a gravidez pode
influenciar o tamanho e a composi¢do corporal posterior de seu bebé. O
ganho excessivo de peso durante a gestacdo é fator de risco para a
obesidade infantil. Além disso, as criancas nascidas de méaes diabéticas
tém maior risco de sobrepeso quando criangas e adultos, assim como as
criangas cujas mdes fumaram durante a gravidez (NG et al., 2014,
PATRO et al., 2013).

Um estudo realizado com ratos, mostrou que um modelo de
obesidade paterna induzida por dieta rica em gordura causa impacto direto
sobre a prole feminina que desenvolveu intolerancia a glicose a partir das
6 semanas de idade (NG et al., 2010).

Lecomte et al. (2016) mostrou que a prole macho de ratos obesos,
alimentados com dieta rica em gordura, apresentou crescimento alterado
impulsionado principalmente pela diminuicdo na secre¢cdo do hormdnio
do crescimento, observado com 8 semanas de idade. Os autores desse
estudo descrevem que este ambiente resultou na diminuicdo da
adipogénese e do crescimento muscular levando a masculos menores. A
capacidade reduzida de armazenamento lipidico do tecido adiposo destes
animais causou actimulo de lipideos ectopicos, como o observado no
musculo s6leo da prole aos 6 meses de idade.

Além disso, nos Uultimos anos, o consumo destas dietas
compostas por alimentos palataveis, com alto valor energético e ricas em
gorduras saturadas e carboidratos simples, tem sido associado a maior
permeabilidade intestinal e endotoxemia metabdlica que, por sua vez,
participam da ocorréncia de distlrbios metabédlicos (KAAKOUSH et al.,
2016).

A ligagdo entre o alto consumo destas dietas com disturbios
metabolicos, e dishiose intestinal, pode estar relacionada aos
lipopolissacarideos (LPS). Dados clinicos e experimentais confirmam
que os LPS contribuem significativamente para o desenvolvimento de
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doencas hepaticas inflamatérias relacionadas com a obesidade, tais como
a doenca hepética gordurosa ndo alcodlica e a esteatohepatite néo
alcodlica (NASH). O aumento nas concentragdes plasmaticas de LPS
pode acarretar no aumento da producdo de endotoxina o que promove
alteragdes na microbiota intestinal (CANI et al., 2007).

Assim, por ser uma doencga que esta se alastrando a cada ano e
gue é de natureza multifatorial, com influéncia predominante do estilo de
vida, a obesidade é alvo de muitos estudos experimentais e
epidemioldgicos, que visam elucidar os principais eventos que estdo
envolvidos com o desenvolvimento e prevengdo desta doenca.

1.2 MODELOS EXPERIMENTAIS INDUZIDOS POR DIETAS

Para tentar mimetizar a etiologia da obesidade e esclarecer
melhor os mecanismos envolvidos no desenvolvimento das comorbidades
associadas a esta doenga, muitos ensaios pré-clinicos utilizam modelos
experimentais com roedores que recebem alimentos palataveis, saborosos
e com densidade calérica elevada (BUETTNER et al., 2006,
CESARETTI; KOHLMANN, 2006, GHITZA et al., 2006).

Ratos e camundongos sdo 0os modelos animais mais comuns
utilizados na investigacdo de doencas metabolicas. Dentre as varias
abordagens utilizadas para induzir alteracfes metabdlicas em roedores,
incluem a manipulacdo dietética, a modificacdo genética e o uso de
farmacos (WONG et al., 2016).

Inmeras abordagens dietéticas em animais capazes de
mimetizar Sindrome Metabdlica, doenca caracterizada por alteragdes
(aumento da circunferéncia da cintura, hiperglicemia, dislipidemia)
presentes em outras doencgas, como obesidade e DM2, tém sido relatadas.
A utilizag&o de um Unico tipo de dieta ou combinagdo de dietas, tais como
ricas em frutose, com alto teor de sacarose, ricas em gordura (do inglés
“High fat diet” - HFD), ricas em frutose/ricas em gordura ou com alto teor
de sacarose tém sido utilizadas como indutoras de alteragcGes metabélicas
(WONG et al., 2016).

Estes estudos utilizando diferentes composi¢fes de dietas
tornaram-se importantes para a investigagdo de alteraces metabolicas
presentes, em sua maioria, nas doencas cronicas ndo transmissiveis, pois
estas dietas afetam o metabolismo de todo o corpo, por meio de efeitos
sobre hormonios, metabolismo da glicose e vias de metabolismo lipidico.
As estirpes de roedores mais usadas em modelos de Sindrome Metabolica
induzidos pela dieta incluem ratos Sprague-Dawley, ratos Wistar e
camundongos C57BL/6 J (SENAPHAN et al., 2015; SUMAN et al.,
2016).
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Essas dietas ricas em frutose, sacarose, gorduras ou a
combinacdo destes elementos, promovem diversas alteracdes no
metabolismo dos carboidratos e dos lipidios, resultando em
hiperglicemia, reducdo da tolerdncia a glicose, resisténcia a a¢do da
insulina, aumento da adiposidade, dislipidemia e hipertensdo arterial em
roedores (CESARETTI; KOHLMANN, 2006; KOHLI et al., 2010;
CUNHA et al., 2007; CALLIGARIS et al., 2013). Na tabela 1 pode-se
observar o compilado de estudos que utilizaram estes diferentes tipos de
dietas isoladas ou combinadas e seus efeitos sobre o desenvolvimento da
obesidade, da hiperglicemia e dislipidemia em ratos Wistar e
camundongos C57BL/6.

Tabela 1 - Efeitos de diferentes tipos de dietas sobre a obesidade,
hiperglicemia e dislipidemia em roedores.

Estudos Tipo de Tempo de Animal Presenca ou Auséncia
dieta tratamento
Obesidade | Hiperglicemia Dislipidemia
Thirunavukkarasu 1 frutose 3 semanas Ratos - 4 -
etal., 2004 Wistar
machos
Shahraki et al., 1 frutose 8 semanas Ratos X 4 v
2011 Wistar
machos
Mahmoud and Frutose 12 semanas Ratos v v v
Elshazly, 2014 na dgua Wistar
de beber machos
(10%)
Mamikutty et al., Frutose 8 semanas Ratos v v v
2014 na agua Wistar
de beber machos
Aguileraetal., Sacaros 21 semanas Ratos v - v
2004 ena Wistar
agua de machos
beber
(30%)
Rossmeisl et al., i 8 semanas C57BL/6J v v v
2003 gordura machos
Estadellaet al., 1 8 semanas Ratos 4 4
2004 gordura Wistar
machos
Gallou-Kabani et 1 20 semanas  C57BL/6J v v v
al., 2007 gordura machos e
(60%) fémeas
Fraulob et al., 2010 1 16 semanas  C57BL/6J v v v
gordura machos
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Grahametal., i 40 semanas  C57BL/6J - - v
2010 gordura machos
Halade et al., 2010 1 24 semanas  C57BL/6J v - -
gordura fémeas
Xuetal., 2013 1 12 semanas  C57BL/6J v - -
gordura machos
Fujita and Maki, 1 4 semanas C57BL/6J v - v
2015 gordura machos
Gancheva et al., 1 8 semanas Ratos v v v
2015 gordura Wistar
machos
Lietal, 2015 1 16 semanas  C57BL/6J v v 4
gordura machos
Poudyal et al., 2010 1 16 semanas Ratos v v v
gordura Wistar
+1 machos
CHO
Panchal et al., 2011 1 16 semanas Ratos v v 4
gordura Wistar
+1 machos
CHO
Hao et al., 2015 1 14 semanas Ratos 4 v 4
gordura Wistar
+1 machos
CHO
Dissard et al., 2013 1 32semanas  C57BL/6J v v v
gordura machos
1
frutose
Gancheva et al., 1 8 semanas Ratos v v v
2015 gordura Wistar
+1 machos
frutose
Yang et al., 2012 1 4 semanas C57BL/6J v v v
gordura machos
+1
sacarose
Higaet al., 2014 CAF 12 semanas  C57BL/6J v v v
(1gordur machos
a)
O simbolo “v" e “X” indicam a presenga e auséncia, respectivamente, de efeito significativo sobre estes
parametros, “-*: indica que este componente ndo foi avaliado no estudo. CHO: carboidrato, CAF: dieta de

cafeteria. Adaptado de WONG et al., 2016.

A maior parte dos modelos em roedores para induzir obesidade
utiliza dietas ricas em gordura. Tradicionalmente, essas dietas consistem
em simples troca de calorias derivadas de carboidratos com calorias
derivadas de gordura quando comparadas com dietas de baixo teor de
gordura ou ragdo controle. No entanto, tem-se utilizado outro modelo
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experimental de dieta em roedores que reflete com mais precisdo a
variedade de alimentos altamente palataveis e com alta densidade cal6rica
que sdo prevalentes na sociedade ocidental e associados a atual pandemia
da obesidade: a dieta de cafeteria, do inglés "cafeteria diet" (CAF)
(KENNEDY et al., 2010; SAMPEY et al., 2011).

Estudo realizado por Sampey et al. (2011) demonstrou que a CAF
é um modelo mais robusto para obesidade humana em comparagdo com
HFD. Apresentaram dados mostrando que a CAF promove obesidade
grave, NASH e intolerancia a glicose, em comparacdo com uma
tradicional HFD a base de banha. Além disso, mostrou que a CAF induz
inflamacg&o no figado e nos tecidos adiposos branco e marrom, inflamagéo
esta que é bem reconhecida em desempenhar um papel na obesidade.

A utilizacdo deste modelo experimental de inducdo da obesidade
com CAF pode ser til para identificar novas vias para intervencdo
preventiva ou terapéutica no tratamento da obesidade humana. Dentre as
alteracdes metabolicas que ocorrem na obesidade, 0 metabolismo lipidico
é alvo bastante afetado, uma vez que o acimulo excessivo de lipideos no
tecido adiposo propicia quadro de dislipidemia e acimulo ectdpico de
lipideos, como veremos nos tdpicos seguintes.

1.3 METABOLISMO DOS LIPIDIOS

O metabolismo lipidico envolve varias vias que sdo pelo menos
em parte, interdependentes e "cross-reguladas”. Os acidos graxos (AGS)
sdo as formas de energia mais comumente armazenadas e circulantes, e
os triacilglicerois (TAG) sdo as formas de acidos graxos ndo toxica mais
comuns. Os AGs/TAG podem ser provenientes de quatro fontes:
lipogénese de novo, depdsitos de TAG citoplasmético, AGs derivados de
triacilglicerois de lipoproteinas remanescentes diretamente absorvidos
pelo figado e &cidos graxos ndo esterificados plasmaticos (NEFA)
liberados pelo tecido adiposo (NGUYEN et al., 2008).

Na dieta, os AGs sdo adquiridos, principalmente como TAG, e
sdo armazenados para reserva energética, transformados em horménios,
mensageiros celulares e constituintes da membrana celular (ALBERTS et
al., 1997).

Apo6s serem absorvidas pelas células intestinais, as diversas
moléculas lipidicas, particularmente os AGs, sao utilizadas na produgdo
de quilomicrons (XAVIER et al., 2013). Estes sdo conjugados com a
apolipoproteina B-48 (ApoB-48), bem como apolipoproteina A-1V
(ApoA-1V) e apolipoproteina A-1 (ApoA-I), em um processo que envolve
a proteina de transferéncia microssomal (MTP) (VERGES, 2015). Os
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quilomicrons sdo em seguida secretados pelas células intestinais para o
interior do sistema linfatico, onde alcancam a circulacdo sanguinea via
comunicacao do ducto toracico com a veia subclavia esquerda (XAVIER
etal., 2013).

Os quilomicrons quando circulantes sofrem acdo da lipase
lipoproteica (LPL), enzima localizada na superficie endotelial de
capilares de células, como os midcitos, cardiomidcitos e adipécitos, com
a liberacdo de AGs e glicerol, e de colesterol ndo esterificado da superficie
dessas particulas. Apds esse processo de lipélise, AGs sdo capturados por
células musculares e adipécitos, esses Ultimos importantes reservatorios
de TAG. Os remanescentes de quilomicrons e AGs também séo
capturados pelo figado, onde sdo utilizados na formacéo de lipoproteina
de densidade muito baixa (do inglés, very low density lipoprotein-VLDL)
(BEIGNEUX et al., 2008; DAVIES et al., 2010).

As lipoproteinas permitem a solubilizagdo e o transporte dos
lipidios, que sdo substancias geralmente hidrofébicas no meio aquoso
plasmatico. Existem quatro grandes classes de lipoproteinas separadas em
dois grupos: (1) as ricas em TAG, maiores e menos densas, representadas
pelos quilomicrons, de origem intestinal, e pelas lipoproteinas VLDL, de
origem hepatica; e (2) as ricas em colesterol, incluindo as de densidade
baixa ou low density lipoprotein (LDL) e as de densidade alta ou High-
density lipoprotein (HDL). Existe ainda uma classe de lipoproteinas de
densidade intermediaria ou intermediary density lipoprotein (IDL)
(XAVIER et al., 2013).

As acdes, principalmente, de duas enzimas influenciam
diretamente o metabolismo dos lipideos: a lipase hormdnio sensivel
(HSL) e a LPL. A LPL, localizada nas células endoteliais, age sobre os
quilomicrons e VLDL, hidrolisando triglicerideos e fosfolipidios em
glicerol e acidos graxos. A LPL do tecido adiposo é mais ativa no periodo
pos-prandial e a LPL do musculo nos periodos de jejum. Quando os AGs
sd0 necessarios, a HSL mobiliza-os do tecido adiposo, por hidrélise dos
triglicerideos armazenados, para a corrente sanguinea (JEQUIER, E.;
TAPPY, 1999).

Além da HSL, a hidrélise do TAG depende da atividade de outras
duas enzimas lipoliticas, a lipase de triacilglicerol (ATGL) e a lipase de
monoacilglicerol (MGL) (SCHWEIGER et al.,, 2006). A ATGL ¢
predominantemente responsavel pela hidrdlise do TAG, resultando na
liberacdo de diacilglicerol (DAG), por conseguinte, a HSL hidrolisa o
DAG, liberando monoacilglicerol (MAG). Ao final, a enzima MGL
hidrolisa o produto resultante em AG e glicerol (FREDRIKSON et al.,
1981; SCHWEIGER et al., 2006).
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Ao entrarem na célula, estes AGs sdo transportados para o
interior da mitocondria através de acil-transferases. Estes podem ser
reesterificados, convertidos em TAG e armazenados na prépria célula,
podem ser incorporados nas membranas, seguir na via da f-oxidagédo ou
ainda entrar no nucleo e agir como ativadores ou inibidores da expressao
génica (JEQUIER; TAPPY, 1999).

O figado é um o6rgdo que exerce um papel fundamental na
distribuicdo dos substratos energéticos para outros tecidos periféricos.
Este Orgdo é responsavel pela determinacdo das concentracdes
plasmaticas de TAG, &cidos graxos livres (AGLs), colesterol e
lipoproteinas (MCGARRY e FOSTER, 1980). As principais fontes de
lipidios estocados no figado sdo, além da lipogénese, os AGs liberados
pelos tecidos periféricos no sangue via lipolise e lipideos provenientes da
dieta, as quais chegam no figado derivadas do quilomicron ap6s absorcéo
intestinal (HAVEL e HAMILTON, 2004).

O transporte de lipidios de origem hepatica ocorre por meio das
VLDL, IDL e LDL. As VLDL sao lipoproteinas ricas em TAG e contém
a ApoB-100 como sua apolipoproteina principal. As VLDLs sdo
montadas e secretadas pelo figado e liberadas na circulacéo periférica. Na
circulagdo, os TAGs das VLDL, assim como no caso dos quilomicrons,
sdo hidrolisados pela LPL, enzima estimulada pela ApoC-Il e inibida pela
ApoC-IIl. (XAVIER et al., 2013).

Por intermédio da acdo da proteina de transferéncia do éster de
colesterol ou cholesterol ester transfer protein (CETP), as VLDLs trocam
TAGs por ésteres de colesterol com as HDLs e LDLs. O LDL circula
conjugado a ApoB-100, é o principal transportador de colesterol no
sangue e esta diretamente associado com o risco de aterosclerose e risco
de doencas cardiovasculares (KLERKX et al., 2006).

As particulas de HDL séo formadas no figado, no intestino e na
circulacdo e seu principal contelido proteico é representado pelas Apos
A-l e A-1l. O HDL por sua vez, possui efeito ateroprotetor diretamente
relacionado com a sua atuacdo no transporte reverso de colesterol para o
figado. O colesterol livre da HDL, recebido das membranas celulares, é
esterificado por acdo da lecitina-colesterol aciltransferase (LCAT). A
ApoA-I1, principal proteina da HDL, é cofator dessa enzima. A HDL
transporta o colesterol até o figado, onde este é captado. Neste transporte,
é importante a acao da proteina cassete ligada ao ATP 1 (ATP binding
cassete Al - ABC-Al), que facilita a extracdo do colesterol da célula
pelas HDLs. A HDL também tem outras acdes que contribuem para a
protecdo do leito vascular contra a aterogénese, como a remogdo de
lipideos oxidados da LDL, a inibicdo da fixacdo de moléculas de adeséo
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e mondcitos ao endotélio e a estimulacdo da liberacdo de 6xido nitrico
(PILLOIS et al., 2012; XAVIER et al., 2013).

A regulacdo dos processos metabolicos envolvendo os lipidios,
como a sintese de acidos graxos (lipogénese), estocagem de TAG e sua
mobilizac&o (lipdlise), ocorre por meio de nutrientes e sinais aferentes dos
sistemas neurais e enddcrino, e depende das necessidades energéticas do
individuo (AHIMA et al., 2000).

O sistema nervoso autbnomo simpatico relaciona-se
principalmente com as a¢@es catabolicas, como a lip6lise mediada pelos
receptores B-adrenérgicos e dependente da atividade da enzima HSL
(PENICAUD et al., 2000).

A ativacdo da lipdlise por meio das catecolaminas (noradrenalina
e adrenalina) é mediada por um aumento na concentracao intracelular do
monofosfato de adenosina ciclico (AMPc), desencadeando ativagdo da
proteina quinase A (PKA), que por sua vez ira fosforilar no adipécito a
enzima HSL, sendo esta a principal enzima envolvida na lipolise, bem
como as pirilipinas. As pirilipinas sdo proteinas envolvidas com a
superficie limitante de goticulas de lipidios presentes nos adipdcitos, cuja
funcéo principal parece ser criar uma barreira limitando a acdo da HSL.
A fosforilacdo das perilipinas por meio da PKA libera esse impedimento,
permitindo que a enzima lipase hormonio sensivel fosforilada (HSP-P)
realize sua acdo na goticula de gordura (LONDOS et al., 1996; HOLM et
al., 2000).

J& o sistema nervoso parassimpético estd envolvido na execugéo
de efeitos anabolicos sobre o0s depdsitos adiposos, como a captacdo de
glicose e de AGs, estimulada pela insulina (PENICAUD et al., 2000).

A insulina é um hormonio anabolico, que esta ligada diretamente
ao processo de oxidagdo dos nutrientes e atua no metabolismo de lipideos,
reduzindo a oxidacdo de gorduras por inibicdo da HSL, e estimulando o
deposito por ativacdo da LPL. Assim, individuos que apresentam
resisténcia a acdo da insulina (RI), a acdo LPL é suprimida o que pode
explicar as elevadas concentracbes de TAG nesses individuos
(HOWARD, 1999).

A lipogénese € um processo que ocorre preferencialmente no
tecido adiposo, mas também ocorre no figado, caracterizado pela sintese
de AGs, que sdo utilizados como reservas de energia. Este processo é
estimulado pela insulina e ocorre tanto pela re-esterificacdo dos AGLs
com o glicerol ou pelo processo de lipogénese de novo (DNL), no qual a
sintese de TAG ocorre a partir de substratos ndo lipidicos, como a glicose
(STRAWFORD, 2004).
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Para a biossintese de TAG, o adipécito necessita do glicerol-3-
fosfato (glicerol-3-P) proveniente da via glicolitica e de AGL complexado
com coenzima A (CoA), constituindo o composto acilCoA que provém
da biossintese a partir de acetilCoA ou da captacdo de AGL proveniente
de lipoproteinas (quilomicrons e VLDL) circulatorias que no tecido
adiposo branco sofrem a agdo da LPL, que hidrolisa o0 TAG nelas contido,
liberando os AGLs, que sdo transportados para o citoplasma dos
adipdcitos (KERSTEN, 2001).

Parte do fluxo de metabdlitos da via glicolitica segue em dire¢do
a formacéo de piruvato que, transportado para o interior da mitocéndria,
é transformado em acetil CoA pela a¢do da piruvato desidrogenase (PDH).
A acetil-CoA é carboxilada a malonil-CoA pela acetil-CoA carboxilase
(ACC), que é subsequentemente convertida a palmitato pela sintase dos
acidos graxos (FAS), uma enzima determinante da velocidade da
lipogénese (HILLGARTNER; SALATI; GOODRIDGE, 1995).

A insulina também tem efeitos a longo prazo na expressdo de
genes lipogénicos, por meio da proteina de ligacdo do elemento regulador
de esteroides 1 (SREBP-1), que estad fundamentalmente envolvida tanto
na lipogénese como na homeostase do colesterol. Além disso, a insulina
faz com que 0 SREBP-1 induza a expressdo e a atividade da glicocinase,
aumentando assim a concentracdo de um metabolito de glicose que
medeia os efeitos da glicose na expressdo de genes lipogénicos (por
exemplo: ACC, FAS) (ASSIMACOPOULOS-JEANNET et al., 1995;
OSBORNE, 2000).

De acordo com Arner et al. (1990), o efeito inibitdrio da lipdlise
observado pela presenca da insulina possivelmente seja devido a reducéo
na concentracdo de AMPc em func¢do da estimulacdo da fosfodiesterase
intracelular que degrada AMPc em AMP, dessa forma inibindo a
estimulacdo da HSL.

Além destes hormonios, o metabolismo lipidico é regulado pelo
préprio tecido adiposo branco, reconhecido como importante 6rgédo
enddcrino, paracrino e autdcrino, apresentando alta atividade metabolica
(JOHNSON; JUSTIN MILNER; MAKOWSKI, 2012).

Os adipdcitos maduros, entre outras células desse tecido, sdo
responsveis por sintetizar e secretar grande nlmero de proteinas
bioativas que controlam funcfes metabdlicas, denominadas adipocinas,
como leptina, fator de necrose tumoral alfa (TNF-o), interleucinas,
adiponectina, angiotensinogénio, inibidor do ativador de plasminogénio-
1 (PAI-1), proteinas de fase aguda e moléculas de adesdo. Estas
adipocinas estdo envolvidas na regulacdo da pressdo arterial, do apetite,
metabolismo lipidico e glicidico, da angiogénese, resposta inflamatéria e
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funcdo reprodutiva (KARASTERGIOU; MOHAMED-ALI, 2010;
KERSHAW EE, 2004; FRUHBECK et al., 2001).

1.4 ADIPOSIDADE  VISCERAL E DOENCA HEPATICA
GORDUROSA NAO ALCOOLICA

Alteracdes no tecido adiposo, como ocorrem na obesidade, estdo
associadas as funcgdes fisioldgicas alteradas em quase todos os tecidos e
sistemas de 6rgdos do corpo. Nesta situacdo, o tecido adiposo apresenta
varias alteracBes tais como: hipoxia, aumento da infiltracdo de
macréfagos em torno de adipdcitos mortos, aumento da expressdo de
quimiocinas e citocinas pro-inflamatdrias (TNF-a, IL 1B) e deficiéncia de
adiponectina  (ANTUNA-PUENTE et al., 2008, SHOELSON;
HERRERO; NAAZ, 2007).

O tecido adiposo inflamado é resistente a insulina, levando ao
aumento do fluxo de &cidos graxos néo esterificados para o figado. Como
o figado é o 6rgdo central do metabolismo de lipideos e da glicose, o
excesso de deposicdo de energia esta associado com efeitos adversos
neste 6rgdo, como o desenvolvimento da esteatose hepatica. Esta por sua
vez, é resultado do aumento do fluxo de AGLs derivados do tecido
adiposo resistente a insulina, da alteracdo no processamento hepatico dos
lipideos provenientes da dieta fornecidos pelas lipoproteinas, do aumento
da lipogénese de novo hepética ou da perda da exportagdo de lipideos para
fora dos hepatécitos (KOTRONEN et al., 2008).

Esta "lipotoxicidade" cronica afeta o metabolismo oxidativo
mitocondrial hepético. Estudos sugerem que a adaptacdo continua ou
"remodelacdo" energética mitocondrial, expressdo génica, morfologia e
contetdo, desempenham papel chave na patogénese da esteatose. Além
disso, na presenca da esteatose, a disfun¢do mitocondrial é concomitante
a oxidacdo incompleta da gordura, levando ao acimulo de intermediarios
lipidicos téxicos, como ceramidas e DAGs, que podem desencadear a
inflamacéo e prejudicar a sinalizagéo insulinica (PATTERSON et al.,
2016).

A esteatose hepatica, quando ocorre sem historia significativa de
ingestdo de alcool e exclusdo de outras causas de doenga hepatica como
drogas, toxinas e hepatite C, é conhecida como esteatose hepética ndo
alcodlica (NAFL, do inglés Nonalcoholic fatty liver) (CHALASANI et
al., 2012). Quando este quadro de esteatose hepéatica ndo alcodlica
progride, temos a presenca da doenca hepatica gordurosa néo alcodlica
(NAFLD, do inglés Nonalcoholic fatty liver disease), que representa
amplo espectro desde a esteatose, esteatohepatite ndo alcodlica (NASH)
até cirrose. A NASH é caracterizada pela presenca de inflamagéo, fibrose
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e tem potencial de progredir para cirrose (FIERBINTEANU-
BRATICEVICI et al., 2011).

Os mecanismos envolvidos na fisiopatologia da NAFLD
evoluiram para hipétese de "maltiplos impactos™ que compreende amplo
espectro de fatores paralelos, tais como fatores nutricionais, mecanismos
genéticos e epigenéticos, mudancgas na microbiota intestinal, resisténcia a
insulina, estresse oxidativo, disfungdo mitocondrial e citocinas secretadas
a partir do tecido adiposo (BUZZETTI; PINZANI; TSOCHATZIS,
2016).

O aumento do consumo, especialmente de aglcares simples e
gorduras saturadas, e inatividade fisica, predispbem a NAFLD. Os
acucares em excesso sdo convertidos em TAG intra-hepatocelulares no
figado através da lipogénese de novo, que é aumentada na NAFLD. Em
pacientes com NAFLD, mesmo em compara¢do com individuos
igualmente obesos, o tecido adiposo é hipdxico e contém adipdcitos
mortos rodeados por macréfagos e lipidios bioativos como ceramidas,
citocinas, tais como o TNF-a e quimiocinas, como a proteina quimiotéatica
de mondcitos-1 (MCP-1) o que pode contribuir para a resisténcia a
insulina no tecido adiposo (TRAYHURN, 2013).

O tecido adiposo torna-se resistente a acdo da insulina inibindo a
liberacdo de acidos graxos ndo esterificados e secretando quantidades
diminuidas de adiponectina, citocina sensibilizadora da insulina. Estas
duas alteracBes promovem a sintese de TAG intra-hepatocelulares e
VLDL. A capacidade da insulina em suprimir a producgdo de glicose e
VLDL no figado esteat6tico é prejudicada, resultando em hiperglicemia
leve e hiperinsulinemia, hipertrigliceridemia e diminuigdo nas
concentracdes de colesterol HDL. Os hepatécitos danificados liberam
guantidades aumentadas de alanina aminotransferase (ALT), aspartato
aminotransferase (AST) e gamaglutamiltransferase (GGT) e aumentam a
producdo de proteina C reativa (PCR), fator de crescimento fibroblastico
21 (FGF21) e fatores de coagulagdo, FVII -IX, FXI-XII
(GRATTAGLIANO, 2007; YKI-JARVINEN, 2014).
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Figura 1 - Fisiopatologia da doenca hepética gordurosa ndo alcodlica
(NAFLD), cujas causas e consequéncias se assemelham as da sindrome

metabdlica.
1 Consumo calérico
Inatividade fisica 3
Excesso de energia ) .
A Massa adiposa 1 Circunferéncia
da cintura

Hipoxia, | fluxo sanguineo
Morte de adipocitos Excesso de acticares refinados 1 AST, ALT
1Ceramidas B GGT
1 Citocinas ‘
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NEFA: 4cidos graxos nao esterificados, AGLs: acidos graxos livres, HDL-c: lipoproteina de alta
densidade, VLDL: lipoproteina de muito baixa densidade, AST: aspartato aminotransferase,
ALT: alanina aminotransferase, GGT: gamaglutamiltransferase, PCR: proteina C reativa,
FGF21: fator de crescimento fibroblastico 21 e FVII -1X, FXI-XII: fatores de coagulacéo.
Adaptado de YKI-JARVINEN (2014).

Assim como na obesidade, alteracbes na microbiota intestinal
podem contribuir para a patogénese da NAFLD. Alteracbes na flora
bacteriana intestinal podem alterar a permeabilidade da mucosa intestinal
para indutores de inflamacdo, como a endotoxina (MACHADO e
CORTEZ-PINTO, 2012).

Os componentes ativos da endotoxina, os LPS, sdo elementos da
parede celular de bactérias gram negativas. O LPS endbgeno é
continuamente produzido no intestino com morte bacteriana. A sua
translocacdo através dos capilares intestinais ocorre num mecanismo
dependente do receptor 4 (TLR-4). A partir dai o transporte de LPS para
os tecidos alvo é facilitado por lipoproteinas e sua absor¢do ocorre
durante a absorcdo de lipideos. O LPS liga-se a proteina de ligacéo
lipopolissacéarida (LBP) e esse complexo liga-se a CD14, expresso em
células inflamatérias. Juntos, o LPS-LBP-CD14 ativa o TLR-4, presente
em células inflamatérias como mondcitos, células de Kupffer e células
estreladas. Com isso, é desencadeada uma cascata intracelular, incluindo
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cinases ativadas por estresse e ativadas por mitdgenos, cinase N-terminal
c-Jun (JNK), fator nuclear kB (NFxB). O NF«B transloca-se para o
nicleo onde aumenta a expressao de varios genes alvo envolvidos na via
inflamatdria, tais como TNF-q, interleucina 1 e 6. A sinalizacdo do TLR-
4 pode assim promover resisténcia a insulina, inflamacéo e fibrogénese
(ABU-SHANAB; QUIGLEY, 2010; LAUGERETTE et al., 2011).

Béackhed et al., (2004) demonstraram que um aumento de mais
de duas vezes no teor de TAG no figado, associado a maior absorcédo de
monossacérideos a partir do lumen, promove a sintese de novo de 4cidos
graxos, como confirmado pela atividade aumentada da acetil-CoA
carboxilase e da acido graxo sintase.

Este acimulo de lipideos hepaticos além de promover alteraces
no metabolismo glicémico e lipidico, esta diretamente relacionado com a
promogdo de um quadro inflamatdrio, que pode progredir e acarretar
injurias hepéticas mais graves. Esta inflamag8o, geralmente € mista,
contendo linfécitos e neutréfilos em torno de hepatécitos alterados nas
areas portais (ZAFRANI, 2004).

Um estudo realizado por Liang et al., (2014) estabeleceu um
escore de NAFLD simples, robusto e genérico. Este estudo demonstra seu
uso em pesquisas pré-clinicas utilizando varios modelos de roedores que
apresentam diferentes estagios da etiologia da NAFLD. Em roedores, a
melhor medida de esteatose é a quantificagdo bioquimica de TAG
hepéatico e neste estudo os autores mostraram Otima correlacdo deste
parametro com esteatose microvesicular.

Com isso, estes modelos experimentais tém sido bastante
utilizados para tentar elucidar os mecanismos envolvidos na NAFLD e
gue estratégias nutricionais ou farmacologicas atuariam na terapia e/ou
prevencdo de alteragdes associadas a esta patologia, como o acumulo de
lipidios hepaticos e 0 aumento dos marcadores inflamatorios.

1.5 ACIDOS GRAXOS MONOINSATURADOS COMO
ESTRATEGIA NUTRICIONAL

Os acidos graxos monoinsaturados (AGMIs) sdo classificados
como cadeias de acidos graxos contendo uma dupla ligagdo. Os AGMIs
mais comuns sdo o &cido oleico (18:1 n-9) e o0 4cido palmitoleico (16:1 n-
7), apresentando predominantemente isomeria cis. Dos 6leos dietéticos
ricos em AGMIs, os mais comumente consumidos sdo azeite de oliva e
6leo de canola (GILLINGHAM; HARRIS-JANZ; JONES, 2011).

A dieta mediterranea possui percentual elevado de acidos graxos
monoinsaturados na sua composicdo. E tradicionalmente caracterizada
pelo consumo elevado de azeite, legumes, verduras, frutas, nozes e cereais
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integrais, alimentos estes, com menor densidade calérica, pelo consumo
moderado de aves e peixes e pelo menor consumo de alimentos com alta
densidade calérica, como carnes vermelhas e processadas e doces
(DAVIS et al., 2015; WILLETT et al., 1995).

Estudos tém demonstrado que a utilizacdo de AGMIs isolados ou
combinados, presentes principalmente, em 0leos vegetais, tém
contribuido para a prevencao e/ou tratamento de alteragcdes metabdlicas
presentes na obesidade e outras doencgas associadas (DM2, Sindrome
Metabdlica-SM), como por exemplo, hiperglicemia,
hipertriacilgliceridemia, esteatose hepatica e inflamacdo (BARRENA et
al., 2014; BOZZETTO et al., 2016; MAEDLER et al., 2003; POUDYAL
et al., 2013; VIOLI et al., 2015; YANG; MIYAHARA; HATANAKA,
2011).

O azeite de oliva extra virgem (EVOO, do inglés, Extra virgin
olive oil) é um alimento caracteristico da dieta mediterranea, que €
considerado saudavel por suas a¢Bes antioxidantes, anti-inflamatdrias e
cardiovasculares (WILLETT et al., 1995). Nutricionalmente, 0 EVOO ¢
otima fonte de acido oleico (C18:1, n-9), acido graxo que é considerado
como um dos fatores que explicam os efeitos da dieta mediterranea sobre
a salde (CICERALE; LUCAS; KEAST, 2010).

Estudos recentes sugerem que o EVOO atenua a esteatose
hepética induzida por HFD (DOS SANTOS et al., 2015). Camundongos
C57BL/6J alimentados com HFD (49% de gordura do valor calérico total)
durante 12 semanas, desenvolveram NAFLD. Parte destes animais
receberam EVOO, representando 41,7% de energia do total de gordura.
Esta substituicdo da gordura dietética por EVOO reduziu a esteatose
hepética induzida por HFD. Além disso, o uso de EVOO melhorou o
perfil lipidico plasmatico e a expresséo de citocinas do tecido adiposo
destes camundongos com NAFLD (JURADO-RUIZ et al., 2016).

Além de estudos com fontes do AGMI oleico, pesquisas tém sido
realizadas para investigar o potencial efeito do AGMI palmitoleico. A
contribuicdo exdgena para o organismo de acido palmitoleico é pequena,
tendo em vista a baixa concentracdo desse acido graxo nos alimentos.
Dentre as fontes de n-7 podemos citar o salmao (6%), o dleo de figado de
bacalhau (7,1%) e, principalmente, o 6leo de macadamia, com 17,3% de
sua composicdo sendo cido palmitoleico (HODSON; KARPE, 2013;
POUDYAL etal., 2013).

O é&cido palmitoleico presente no organismo de mamiferos é
advinda da producdo enddgena principalmente no figado e no tecido
adiposo, por meio da acdo da enzima esteatoil-coenzima A-dessaturase
(SCD 1) que adiciona uma insaturagdo na molécula do acido palmitico,
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produzindo o &cido palmitoleico. A mesma enzima é responsavel pela
insaturacdo de outros acidos graxos saturados como, por exemplo, o
estearico (18:0) que é convertido em oleico (18:1 — émega 9) (GONG et
al., 2011).

No estudo realizado por CAO et al. (2008), em ratos foi
demonstrado que o AGMI palmitoleico age como uma lipocina,
contribuindo para a redugéo do desenvolvimento da obesidade induzida
por dieta, estimulando a a¢do da insulina no musculo, o que pode estar
associado ao aumento na expressdo de proteinas envolvidas na via de
sinalizacdo insulinica, como substrato receptor da insulina-1 (IRS-1) e
proteina cinase B (Akt) e suprimindo a esteatose hepatica.

Camundongos C57BL/6 suplementados com 300mg/kg/dia de
acido palmitoleico por 10 dias apresentam incremento na expressao dos
MRNAs da AGTL e da HSL em adipdcitos. Estes animais também
demonstraram aumento nas taxas de lipogénese (incorporacdo de 4cidos
graxos em TAG) e incorporacdo de glicose na forma de glicerol nos
adipocitos do tecido adiposo epididimal. Apesar destas modificagfes, ndo
foram apresentadas quaisquer alteragBes em varidveis da homeostase
glicémica e lipidica ou massa corporal, de 6rgdos e tecidos dos animais.
Nesse mesmo estudo foi demonstrado que em camundongos com dele¢do
génica knockout para PPAR-o (receptor ativado por proliferador de
peroxissoma-o)) as modificacBes sobre a lipodlise, mas ndo lipogénese e
incorporacdo de glicose em glicerol, ndo ocorreram nos camundongos
suplementados (BOLSONI-LOPES et al., 2013).

Um outro estudo utilizou camundongos C57BL/6 alimentados
com HFD e suplementados com éleo de macadamia (2g/kg m.c., trés
vezes por semana) durante 12 semanas. Os autores mostraram que a
suplementagdo com 6leo de macadamia atenuou a inflamagéo induzida
pela HFD. O conteudo de IL-10, citocina anti-inflamatéria, foi aumentado
pela suplementacdo. No entanto, a mesma ndo promoveu redu¢do da
resisténcia & insulina, nem do contetudo de TAG hepético (LIMA et al.,
2014).

Barrena et al. (2013) utilizaram em seu estudo camundongos
suigos alimentados com HFD ou HFD com substitui¢do do 6leo de soja
por bleo de linhaga (HFD-LO) ou 6leo de macadamia (HFD-MO) por 14
dias. Os autores mostraram que a adiposidade visceral e a glicemia de
jejum ndo foram atenuadas pela suplementacdo com 6leo de macadamia.
Além disso, os autores mostraram que apenas a suplementagéo com 6leo
de linhaca promoveu efeito protetor sobre o0 acimulo de lipideos induzido
por HFD. Os autores sugerem que este fato é mediado pelo elevado teor
de AGPIs n-3.
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Camundongos C57BL/6 foram alimentados com dietas
normocal6ricas que variaram no tipo de carboidrato (amido, sacarose,
frutose) durante 8 dias. Os animais de cada grupo de carboidratos foram
divididos em cinco grupo que receberam emulsGes lipidicas com
composic¢des distintas (sem adicdo de lipideos, 6leo de soja - 20 g/dL,
6leo de soja + azeite de oliva -20 g/dL, dleo de macadamia - 20 g/dL, 6leo
de peixe - 10 g/dL) a partir do terceiro dia de tratamento (3-8 dia). Todas
as emuls@es lipidicas, independente da composi¢cdo de AGPIs (4cido
linoleico, &cido eicosapentaenoico, acido docosahexaenoico) ou AGMIs
(4cido oleico, acido palmitoleico), reduziram de forma semelhante a
esteatose hepatica induzida pelo consumo de sacarose ou frutose
(SIDDIQUI et al., 2015).

Ratos Wistar ingerindo dieta hiperlipidica com 3% ¢6leo de
macadamia adicionada a racdo por 8 semanas apresentaram remodelacdo
positiva do tecido cardiovascular, reducdo da presséo arterial média e
melhora da estrutura hepéatica e de marcadores de fungdo hepatica
(POUDYAL et al., 2013).

Na tabela 2 estdo apresentados estudos que utilizaram a
suplementacdo de AGMIs, isolados ou provenientes de fontes alimentares
em modelos de alteracfes metabdlicas induzidas por dietas.
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Tabela 2 - Efeitos da suplementacéo de acidos graxos monoinsaturados,
isolados ou provenientes de fontes alimentares em modelos de alteracdes
metabdlicas induzidas por dietas.

Estudos Modelo Tempode  Animal Efeito da suplementacéo
experimental tratamento
Dislipidemia | Esteatose Marcadores
hepatica | inflamatérios
(GUO et HFD 12 semanas  C57BL
al., 2012) 16 - 1 !
Palmitoleico Ultimas4  machos
(600mg/kg semanas
m.c.)
(DIAS et HFD 12 semanas  C57BL
al., 2014) /6]
Palmitoleico Ultimas 2 machos - - !
(300mg/kg semanas
m.c.)
(DOoSs HFD 8 semanas CAM NA 1 NA
SANTOS EVOO (104 suico
etal., 2015) g/kg da dieta) machos
(JURADO- HFD 24 semanas C57BL
RUIZetal., EVOO (41% de /6] l 1 l
2016) energia a partir machos
do EVOO)
(RINCON- HFD 12 semanas  C57BL
CERVERA EVOO 16 ! ! NA
et al., 2016) (100 mg/dia) machos

O simbolo “1” e “|” indicam aumento e diminuicdo significativa da suplementacéo sobre os
parametros avaliados, respectivamente. NA: indica que este componente nao foi avaliado no

c_ce,

estudo “-“: indica que este componente ndo foi alterado pela suplementacdo. HFD: dieta rica em
gordura, EVOO: azeite de oliva extra virgem, CAM: camundongo, CHO: carboidrato, LIP:
lipideos, OM: 6leo de macadamia, m.c.: massa corpdrea.

Esses estudos apontam efeitos benéficos dos acidos graxos
monoinsaturados provenientes de fontes alimentares especificas, como o
EVOO, e efeito satisfatorio do acido palmitoleico quando administrado
isoladamente sobre as alteragBes metabolicas (hipertriacilglicerolemia,
esteatose hepatica, inflamacdo) mais frequentes em doencas cronicas nao-
transmissiveis, como obesidade, DM2 e SM. No entanto, os efeitos do
6leo de macadamia composto por percentual elevado do AGMI oleico e
palmitoleico ainda sdo pouco retratados na literatura, como podemos
observar na tabela abaixo.
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Tabela 3 - Efeitos da suplementacdo de 6leo de macadamia em modelos
de alteragGes metabdlicas induzidas por dietas.

Estudos Modelo Tempo de Animal Efeito da suplementacéo
experimental tratamento

Dislipidemia | Esteatose Marcadores

hepatica inflamatérios
(POUDYAL Rica em 8 semanas
etal., 2013) carboidratos e (1CHOe
lipideos LIP) Ratos
Wistar l 1 l
machos
Oleo de 8 semanas
macadamia (3% apds o
na dieta) inicio da
HFD
(LIMA et al., HFD
2014) Oleo de 12 semanas  C57BL/6 ! NA !
macadamia J machos
(29/kgm.c. 3
x/sem)
(SIDDIQUI et Diferente
al., 2015) composigao de 8 dias
CHO (amido, C57BL/6
sacarose ou J machos NA ! NA
frutose)
Emulséo 3ao 8dia
lipidica (OS, (6 dias)
OS+EVOO,
OM ou OP)

O simbolo “1” e “|” indicam aumento e diminuigdo significativa da suplementacéo sobre os
parametros avaliados, respectivamente. NA: indica que este componente ndo foi avaliado no

c_ce,

estudo “-“: indica que este componente nao foi alterado pela suplementagdo. HFD: dieta rica em
gordura, CAM: camundongo, CHO: carboidrato, LIP: lipideos, OS: 6leo de soja, EVOO: azeite
de oliva extra virgem, OM: 6leo de macadamia, OP: dleo de peixe, m.c.: massa corpérea, HFD-
LO: dieta rica em gordura + dleo de linhaga, HFD-OM: dieta rica em gordura + 6leo de
macadamia.

Assim, a utilizacdo de modelos experimentais que mimetizam as
alteragdes metabolicas presentes nas doencas cronicas ndo transmissiveis
(Obesidade, DM2, SM) sdo de extrema importancia para melhor
esclarecé-las, e com isso, desenvolver estratégias terapéuticas que visem
prevenir e/ou atenud-las. No entanto, existe variabilidade em relacdo ao
tempo e composicao das dietas utilizadas nestes modelos experimentais
apresentados na literatura, o que muitas vezes dificulta um entendimento
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mais aprofundado destas alteragcdes metabdlicas. Assim como, observa-
se com a utilizacdo diversificada de tempos e dose de administracdo de
AGMIs isolados ou provenientes de fontes alimentares.

Diante do exposto, estudos em animais que avaliem a diferenca
na composi¢do de uma dieta cada vez mais semelhante ao consumido pela
populacdo e a utilizacdo da suplementagdo com 6leos, controlada (dose e
tempo), permitem gerar dados que embasem uma possivel recomendacao
deste suplemento para a populacéo.
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2 HIPOTESE

Hnula: A ingestdo de 6leo de macadamia ndo reduz o acimulo de
lipideos hepaticos induzido pelo consumo de dieta de cafeteria.

Halternativa: A ingestdo de 6leo de macadamia reduz o acimulo de
lipideos hepaticos induzido pelo consumo de dieta de cafeteria.

3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito do dleo de macadamia sobre o acimulo de
lipideos hepaticos em camundongos expostos a diferentes dietas de
cafeteria.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Caracterizar parametros (massa corporal, consumo de ra¢do e massa
de orgdos e tecidos) do modelo experimental com diferentes
composicdes de dieta de cafeteria.
e Auvaliar o efeito da ingestdo de 6leo de macadamia em camundongos
alimentados com diferentes dietas de cafeteria durante 120 dias, sobre:
- Glicemia de jejum, toleréncia a glicose e insulinemia;
- Perfil lipidico plasmatico;
- Grau de esteatose hepatica;
- Funcéo hepatica;
- Concentragdes de citocinas em tecido hepatico;
- Perfil de acidos graxos hepaticos.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 ANIMAIS

Foram utilizados 81 camundongos C57BL/6 machos, produzidos
e mantidos no biotério setorial, coordenado pelo Professor Adair Roberto
Soares dos Santos, pesquisador responsavel pelo Laboratério de
Neurobiologia da Dor e Inflamacdo (LANDI), localizado no
Departamento de Ciéncias Fisiologicas da Universidade Federal de Santa
Catarina (UFSC). Os animais foram mantidos em gaiolas coletivas, sendo
5 animais em cada gaiola em ambiente com temperatura controlada (22 £
2°C) em ciclo de iluminacéo claro-escuro (12 horas), com livre acesso a
comida (racdo comercial, BIOBASE® 9301; Aguas Frias, SC, Brasil) e
agua. Os protocolos e procedimentos experimentais utilizados neste
trabalho foram aprovados pela Comisséo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da UFSC, sob nimero do protocolo 5855301015 (ANEXO A).

4.1.1 Célculo amostral

Para o calculo do tamanho da amostra considerou-se os critérios de
erro a=0,05, erro B=80, analise bicaudal e o desfecho priméario da
glicemia de jejum encontrado no trabalho de Higa et al. (2014) como
determinante, utilizando a ferramenta online:
http://www.statisticalsolutions.net/pss_calc.php. Nossos  calculos
estimaram o tamanho da amostra como 10 animais por grupo.

4.2 PROTOCOLO EXPERIMENTAL E GRUPOS EXPERIMENTAIS

O protocolo experimental foi estabelecido apos a realizacdo de um
estudo piloto, baseado na metodologia utilizada por Higa et al. (2014). Os
resultados referentes ao estudo piloto estdo inseridos ao final deste
documento no item Anexos (APENDICE A).

A dieta de cafeteria utilizada foi baseada na composicéo proposta
por Higa et al. (2014). A mesma contém chocolate ao leite (10g),
amendoim (10g), biscoito salgado tipo cracker (5g), aclcar (5g) e racéo
para roedores (15g). Para execucdo do protocolo experimental utilizou-se
duas dietas de cafeteria com percentuais de macronutrientes e valor
cal6rico distintos, como pode ser visualizado no quadro 1. Para o melhor
entendimento utilizamos a denominagdo de Modelo 1 para o protocolo
experimental com dieta de cafeteria com 21 % de acUcares simples. Ja
para a dieta de cafeteria com 41 % de aglcares simples denominamos de
Modelo 2.


http://www.statisticalsolutions.net/pss_calc.php
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Quadro 1 - Percentual de contribuicdo dos macronutrientes e valor
caldrico total da dieta padrdo e da dieta de cafeteria consumidas pelos

camundongos.
Dieta Padréo Dieta de Dieta de

cafeteria cafeteria

(Modelo 1) (Modelo2)
CARBOIDRATOS (%) 59 47 54
PROTEINAS (%) 29 14 12
LIPIDEOS TOTAIS (%) 12 39 34
Kcallg 3,00 4,41 4,35

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

Para a determinacao dos acidos graxos presentes na dieta padréo
e na dieta de cafeteria nos realizamos a cromatografia liquida de alta
performance, descrita no item 4.3.2.9 da metodologia. O percentual de

acidos graxos presentes nestas dietas estdo descritos no quadro 2.
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Quadro 2- Percentual de acidos graxos presentes nas dietas a partir da
cromatografia liquida de alta performance.

ACIDO GRAXO Dieta Padrédo (%) | Dieta de cafeteria (%0)
Miristico 14:0 2,99 1,35
Palmitico 16:0 36,92 14,32
Estearico 18:0 1,84 5,15

Palmitoleico 16:1(n-7) 1,12 0,14

Oleico 18:1(n-9) 17,73 40,39

Linoleico 18:2(n-6) 18,24 24,79
Araquidénico 20:4 (n-6) 19,39 13,70
Alfa-linolénico 18:3(n-3) 0,46 0,06
EPA 20:5(n-3) 0,89 0,06
DHA 22:6(n-3) 0,42 0,05

Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

Além disso, utilizou-se o 6leo de macadamia da marca Pazze,
disponivel no site http://www.pazze.com.br/brasil/linha-de-
produtos/oleos-vegetais. Para a determinacao dos acidos graxos presentes
no 6leo de macadamia também realizamos a metodologia citada no item
4.3.2.9 da metodologia. No quadro 3 podemos observar o percentual de
acidos graxos presentes no 6leo de macadamia.



http://www.pazze.com.br/brasil/linha-de-produtos/oleos-vegetais
http://www.pazze.com.br/brasil/linha-de-produtos/oleos-vegetais
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Quadro 3- Percentual de &cidos graxos presentes no 6leo de macadamia a
partir da cromatografia liquida de alta performance.

ACIDO GRAXO %
Miristico 14:0 1,00
Palmitico 16:0 7,67
Estearico 18:0 3,81

Palmitoleico 16:1(n-7) 22,32
Oleico 18:1(n-9) 57,04
Linoleico 18:2(n-6) 7,49
Alfa-linolénico 18:3(n-3) 0,68

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

O protocolo experimental dos modelos 1 e 2 foram realizados em
duas remessas diferentes de animais, para testarmos a reprodutibilidade
dos dados.

Apobs 21° dia do nascimento, os animais foram separados das
mées (desmame) e passaram por nove dias de adaptacdo em gaiolas
coletivas. Aos 30 dias de vida (TO), estes animais foram divididos
aleatoriamente em 4 grupos experimentais, neste momento foi verificado
a massa corporal dos mesmos. Cada grupo experimental foi composto por
10 animais. Durante 120 dias estes animais receberam dieta padrdo ou
dieta de cafeteria e ingeriram, ou ndo, 6leo de macadamia.

O grupo controle (CTL) recebeu dieta padréo e 4gua, o grupo dieta
de cafeteria (DC) recebeu dieta de cafeteria e agua, o grupo dleo de
macadamia (OM) recebeu dieta padréo e 6leo de macadamia (1g/kg de
m.c.), o grupo dieta de cafeteria e 6leo de macadamia (DOM) recebeu
dieta de cafeteria e dleo de macadamia (1g/kg de m.c.), durante 120 dias.
A 4gua e 6leo de macadamia foram administrados via oral com o auxilio
de uma micropipeta. A dose dos dleos por dia foi baseada em trabalhos
prévios de nosso grupo com outros tipos de éleo (BARBOSA et al.,
2016).

4.3 CONSUMO DE RAGAO E PARAMETROS METABOLICOS
4.3.1 Consumo de ragédo e massa corporal

O consumo de racdo e a massa corporal dos animais foram
verificados semanalmente. O consumo de racdo ingerida semanalmente
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por gaiola foi determinado pela pesagem da racdo remanescente
descontada do total daquela depositada na semana anterior. O consumo
médio de racdo ingerido por animal foi obtido por meio da diviséo da
massa de cada animal, pela soma do peso de todos os animais por gaiola,
multiplicado pela quantidade de racdo que foi ingerida pelos animais da
gaiola durante a semana. Os resultados foram expressos em gramas de
racdo ingerida por semana. Para o célculo do valor calérico total e da
guantidade de lipideos ingeridas, os animais dos grupos OM e DOM
tiveram o valor referente a suplementacdo com Oleo de macadamia
agregado.

4.3.2 Parametros metabolicos

4.3.2.1 Avaliacdo da glicemia em jejum

A cada 30 dias, apo6s restricdo alimentar de seis horas a partir das
07:00 horas da manha, a glicemia foi determinada por meio do sistema de
fitas (monitor digital) “Accu-Check Performa” (ROCHE, Brasil) a partir
da gota de sangue obtida pela sec¢do da ponta da cauda do animal.

4.3.2.2 Avaliacdo da toleréncia a glicose intraperitoneal (ipGTT)

Apos seis horas de restricdo alimentar, os animais tiveram a
extremidade da cauda seccionada para a coleta de sangue utilizado para
determinacdo da glicemia no tempo 0. Logo ap6s, foi administrado
solucdo de glicose 50% (2 g/kg de m.c.) via intraperitoneal e verificado a
glicemia nos tempos 15, 30, 60 e 120 minutos (HIGA et al., 2014). A
partir desses valores calculou-se a &rea sob a curva (ASC) (BERGMAN
et al., 1985). Esta avaliagéo foi realizada aos 90 e 120 dias de execugédo
do protocolo experimental.

4.3.2.3 Avaliagdo da sensibilidade a insulina “in vivo”

Animais alimentados foram submetidos ao teste de tolerancia a
insulina. Inicialmente, foi verificada a glicemia no tempo 0, como
descrito no tdpico anterior. Logo apo6s, foi injetado Insulina humana
recombinante  (Biohulin®) equivalente a (0,750Ikg m.c.) via
intraperitoneal e a glicemia foi verificada nos tempos 5, 10, 15, 20
minutos apds a aplicacdo (HIGA etal., 2014). Esta avaliacéo foi realizada
ao fim dos 120 dias de execucdo do protocolo experimental.
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4.3.2.4 Eutanasia dos animais

Apds 120 dias de execucdo do protocolo experimental, os animais
passaram por restricdo alimentar de seis horas, a partir das 07:00 horas da
manha e foram eutanasiados por decapitagdo direta com uso de tesoura
cirtrgica para coleta de sangue e posterior retirada de tecidos. A figura
abaixo representa o desenho do estudo (Modelo 1 e 2).

Figura 2 - Desenho do estudo e procedimentos experimentais.

| Intervencio e suplementacio/ Pesagem dos animais e consumo de racio |

[ 0 30 60 90 120 dias]
-ipGTT
=~ =—— -ipITT
-Glicemia de -Glicemia de -Glicemia de
jejum jejum jejum
-ipGTT
-Eutanasia dos animais
- Coleta de sangue
- Coleta de tecidos

ipGTT-teste de tolerancia a glicose intraperitoneal, ipITT-teste de tolerancia a
insulina intraperitoneal

4.3.2.5 Pesagem de 6rgéos e tecidos

Imediatamente ap6s a eutanasia dos animais, os 6rgaos e tecidos
de interesse (figado, tecidos adiposos epididimal e retroperitoneal) foram
cuidadosamente removidos e pesados em balanga eletronica analitica
digital (TECNAL, SP, Brasil). Para o calculo do Indice de Adiposidade
(%), utilizou-se a seguinte formula: somatdrio das gorduras epididimal e
retroperitoneal/massa corporal final x 100. Fragmentos destes tecidos
foram imediatamente congelados em nitrogénio liquido para posterior
armazenagem em freezer -80°C.

4.3.2.6 Analise bioguimica plasmatica

O sangue foi coletado em microtubos previamente lavados com
solucdo salina, contendo anticoagulante NaF (Glistab — Labtest; Lagoa
Santa, MG, Brasil). Em seguida, os tubos foram centrifugados a 400 x g
por 10 min em temperatura ambiente (KASVI - K14-1215, Curitiba, PR,
Brasil) e o plasma foi aliquotado e armazenado a -80 °C. Estas amostras
foram utilizadas para determinar as concentra¢es de TAG e colesterol
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total (CT), por métodos colorimétricos, de acordo com as recomendacdes
do fabricante de sistemas comerciais Biotécnica®. Além disso, foram
determinadas as concentra¢fes das enzimas alanina-aminotransferase e
aspartato-aminotransferase, por meio de métodos colorimétricos, de
acordo com as recomendacBes do fabricante de sistemas comerciais
Biotécnica®. Foi verificado também, as concentracdes plasmaticas de
insulina por meio do sistema de microesferas utilizando o Kit
AlphaLISA®, de acordo com as orientacdes do fabricante (AL204C)
(PerkinElmer, Waltham, MA, EUA).

4.3.2.7 Conteldo de triacilglicerol e colesterol total hepatico

Para determinagdo do contetdo de TAG e CT hepético, 100 mg
de figado obtido logo apds a eutandsia (mesma regido para todos 0s
animais) foi transferido para tubos de ensaio contento NaCl (1M) e
homogeneizado  (UltraTurrax® - IKA® Staufen, Alemanha).
Posteriormente, foi adicionado cloroférmio/metanol (2:1) e centrifugado
a 5000 x g por 5 min, com a formagéo de 3 fases, sendo a fase inferior
(metandlica) retirada para posterior secagem em banho-maria fervente.
Em seguida, a amostra foi ressuspendida em Triton X100/Metanol (2:1)
seguida por agitacdo em vortex. Logo ap6s, foi realizada a dosagem do
TAG e CT por ensaio colorimétrico enzimético de acordo com instrugdes
do fabricante (Biotécnica®) (TRINH et al., 1998; BARBOSA et al.,
2016).

4.3.2.8 Andlise histol6gica do figado e determinacgdo do grau de
esteatose

Para a determinacdo do escore de esteatose, ao final do protocolo
experimental, fragmentos de figado foram imediatamente armazenados
em cassetes histoldgicos e imersos em paraformaldeido 4% por 48 horas
em geladeira (4-8°C) para procedimentos posteriores. Cortes histoldgicos
de 5 um foram obtidos com o auxilio de micrétomo rotativo e aderidos
em laminas de vidro. Em seguida, foram coradas com Hematoxilina-
Eosina e posteriormente quantificou-se o grau de esteatose. Para isto,
diferenciou-se goticulas lipidicas em macro e micro goticulas, além da
contagem de células de Kupffer em um gride de 100 pontos, com o auxilio
de um microscopio Olympus CX-41 (BRUNT et al., 1999; KLEINER et
al., 2005). As fotos representativas foram obtidas a partir da captura
realizada em uma camera acoplada (Olympus SC30) ao microscopio, com
0 uso do software AnalySIS getlT (Olympus Soft Imaging Solutions
GmbH).
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4.3.2.9 Perfil de 4cidos graxos em tecido hepatico

O perfil lipidico do tecido hepéatico (100 mg), foi determinado
por cromatografia liquida de alta performance (High Performance Liquid
Chromatrography- HPLC). A extracdo dos lipideos das amostras foi
efetuada de acordo com o método descrito por FOLCH et al., 1957. Os
tecidos foram homogeneizados em 1,33 mL de cloroférmio:metanol (2:1
v/v). Ao sobrenadante resultante da homogeneizacao adicionou-se 0,24
ml de metanol para precipitacdo de proteinas. As amostras depois de
homogeneizadas, foram centrifugadas durante 10 minutos a 2500 rpm em
centrifuga Eppendorf modelo 5810R. A fase superior (hidrometandlica)
foi transferida para outro tubo de ensaio e adicionou-se 0,48 ml de
cloroformio e 0,41mL de &gua, para formacdo de emulsdo. Apds a
formagéo espontanea de sistema bifasico, a cada amostra foi adicionado
1 mL da solucdo de Folch (cloroférmio:metanol:agua, 3:48:47 v/v) para
eluicio da fracdo hidrometandlica. Os extratos lipidicos foram
submetidos a secagem em fluxo de nitrogénio gasoso. ApGs secagem, as
amostras contendo os lipidios foram saponificadas, processo onde
separou-se apenas 0s acidos graxos dos lipideos totais. A cada amostra
submetida ao fluxo de nitrogénio, foram acrescentados 0,1 mL de metanol
e saponificadas com 2 mL de solugdo alcalina em metanol (1 mol/L de
hidroxido de sédio em metanol a 90 %) sendo entdo incubadas em banho-
maria a 37° C, sob agitacdo por 2 horas (NISHIYAMA — NARUKE et
al., 1998). Apo6s incubagdo as amostras foram resfriadas em banho de gelo
e a solucdo alcalina foi acidificada até atingir pH 3.0 pela adi¢do de &cido
cloridrico 1 mol/L. Os é&cidos graxos contidos nesta solucdo foram
extraidos pela adi¢do 1 ml de hexano, em trés repeticdes. A fracdo obtida
das extragdes foi evaporada em fluxo de nitrogénio gasoso. Apds
secagem, amostras foram acondicionadas a -20° C, até a derivatizacdo
com e posterior analise por HPLC. Para deteccdo em cromatografo
liquido alta precisdo (HPLC), os &cidos graxos foram ressuspendidos em
acetonitrila e derivatizados usando Bromometil-Metoxi-Coumarin
(BMMC) (1 mg/mL), a60° C por 15 minutos (ABUSHUFA et al., 1994).
Apos a incubacéo, estas foram diluidas em igual volume de acetonitrila e
transferidas para vials de injecdo, onde foram mantidas a 10° C até o
momento da injecdo no HPLC. Para a analise dos acidos graxos
derivatizados através do detector de fluorescéncia, foram realizadas
injegdes no volume de 20 uL de cada amostra. Os acidos graxos foram
injetados em cromatografo liquido Varian Prd-Star e separados em coluna
de silica C8, com particula interna de 5 pm de poro de saida de 100 A A
eluicdo aconteceu pela injecdo de fase mével, em gradiente isocratico de
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acetonitrila e agua (77/23 - viv). Uma vez eluidos, os &cidos graxos foram
detectados através de detector de fluorescéncia, com excitagdo em 325
nm e excitagdo 398 nm.

4.3.2.10 Dosagem de citocinas em tecido hepatico

Para quantificar as citocinas (IL-12, IL-6, IL-10, TNF) utilizou-se
0 kit CBA mouse Inflammation (BD Cytometric beads array, CA, USA)
em uma mesma amostra de figado.

Este kit CBA possui microesferas do mesmo tamanho, mas com
intensidade de fluorescéncia distinta, de acordo com a citocina que foi
mensurada. Além disso, cada particula estd conjugada com um anticorpo
especifico para cada citocina, que foi identificada pela fluorescéncia
emitida. A quantificagdo foi realizada por meio de uma curva padréo, que
possibilitou a construgdo de um gréfico comparativo de intensidades das
amostras e da curva padrdo. A equacdo gerada a partir deste gréfico foi
utilizada para calcular as concentragdes de citocinas nas amostras. Para a
leitura do teste CBA, utilizou-se o citdmetro de fluxo BD FACSCanto Il
e analisou-se os resultados no software FCAP Array v3.

4.4 TRATAMENTO E ANALISE DOS DADOS

A analise estatistica dos dados foi realizada no programa estatistico
Graphpad Prism v.6.01 (Graphpad Inc.; La Jolla, USA). Para avaliacdo
da distribuicdo dos dados foi aplicado o teste de normalidade de Shapiro-
Wilk. As variaveis ndo paramétricas foram transformadas em logaritmo.
As variaveis quantitativas foram descritas e apresentadas em média e erro
padrdo da média (EPM) quando a distribuicdo foi simétrica ou em
mediana e intervalo interquartil quando foi assimétrica. Foi realizada a
andlise de variancia de duas vias (two way - ANOVA) para avaliar o efeito
de cada fator e a interagdo dos mesmaos, seguido do post hoc de Bonferroni
para comparacdo multipla. Para todos os testes, foi adotado o nivel de
significancia de 95% (p<0,05).
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5 RESULTADOS

Visando estabelecer um modelo experimental adequado para a
avaliacdo dos efeitos da suplementacdo com 6leo de macadamia sobre o
acumulo de lipideos hepaticos e avaliar a reprodutibilidade dos efeitos da
dieta de cafeteria utilizada no modelo experimental proposto por Higa et
al., (2014), realizamos um estudo piloto utilizando dieta de cafeteria
composta por 47% de carboidratos, sendo destes 21% de agucar refinado
simples (aglcar de mesa), 39% de lipideos e 14% de proteinas, durante
90 dias. Os resultados referentes a este estudo estdo descritos
detalhadamente no Apéndice A. Apos a analise dos dados deste estudo
piloto, observamos que a dieta de cafeteria promoveu alteracdes
transitdrias na glicemia de jejum, discreta reducéo da toleréncia a glicose,
sem alteracdo na responsividade & insulina e nas concentracfes
plasmaticas de TAG. No entanto, o consumo de dieta de cafeteria
promoveu aumento nas concentrac@es plasmaticas de CT, no acimulo de
lipideos hepaticos, representado pelo aumento do conteldo de TAG e CT
hepaticos, além de promover o aumento da adiposidade visceral. Apesar
desses efeitos promovidos pela dieta de cafeteria, consideramos
necessario estabelecer um modelo que represente com mais consisténcia
as alteragcBes metabdlicas, como intolerancia a glicose e hiperglicemia
mais acentuadas, alteragbes mais severas/representativas nas
concentracdes de lipideos plasméticos, por isso, propomos 0 aumento da
intervencao para 120 dias. Além disso, nos experimentos piloto, nenhum
dos pardmetros alterados pela dieta de cafeteria foi atenuado pela
suplementacdo com 6leo de macadamia. Baseados nesta observagdo, a
proposta do aumento para 120 dias de exposi¢do a dieta acarreta em
aumento paralelo do tempo de suplementacdo. Neste sentido, o fator
tempo de suplementacdo foi modificado para avaliarmos se este seria um
dos pontos que determinaria potencial efeito da suplementacdo com 6leo
de macadamia. Ainda durante esta etapa inicial do trabalho, levando em
consideragdo que dados presentes na literatura sugerem que intervencdes
nutricionais em modelos experimentais utilizando dieta de cafeteria
podem ser ou ndo efetivas dependendo da composi¢do da dietas de
cafeteria utilizada como modelo, propomos acrescentar um segundo
modelo de dieta, visando a comparacao entre dois modelos. O segundo
modelo (Modelo 2) foi planejado para conter 41% de agUlcar refinado
simples em sua composi¢do, enquanto o modelo original contém 21% de
acucar refinado simples (Modelo 1).
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51ALTERACOES NO CONSUMO DE RACAO, DE
MACRONUTRIENTES E NA MASSA CORPORAL APOS 120 DIAS
DO CONSUMO DE DIFERENTES DIETAS DE CAFETERIA E DA
SUPLEMENTACAO COM OLEO DE MACADAMIA.

Ap6s 120 dias de intervencdo com dieta de cafeteria e
suplementacdo com Oleo de macadamia, observou-se uma reducao
significativa no consumo de racdo nos grupos que foram alimentados com
dieta de cafeteria quando comparados com seus respectivos controles, a
partir da quinta semana de tratamento, independente da composicéo da
dieta de cafeteria (Figura 3A e 3C). Ainda, na figura 3A podemos
observar que 0s animais do grupo 6leo de macadamia também
apresentaram um menor consumo quando comparado com 0 grupo
controle. As trés primeiras semanas apés o inicio do protocolo
experimental apresentaram variagdes no consumo de racao que flutuaram
até a quinta semana (Figura 3A e 3C). Quando avaliamos o consumo total
de racdo durante os 120 dias, também observamos esta reducdo do
consumo de ragdo pelos grupos alimentados com dieta de cafeteria, além
de um efeito da suplementacdo com 6leo de macadamia em ambos os
modelos. (MODELOQO 1: CTL: 362,97+9,52; DC: 286,60+5,03*; OM:

306,9817,37#; DOM: 266,87+4,49* %; sendo (*): DC vs CTL ou DOM vs
OM; (#): OM vs CTL ou DOM vs DC e ($): CTL vs DOM; Fator
interacdo: F = 6,69; p = 0,01; Fator dieta : F = 27,84; p < 0,0001; Fator
suplementacdo: F = 21,32; p < 0,0001; MODELO 2: CTL: 341,83+9,18;
DC: 286,88+5,03*; OM: 327,61,00£6,42; DOM: 261,98+4,87"$; Fator
dieta: F=74,13; p < 0,0001; Fator suplementacdo: F = 7,80; p = 0,0080).
Na figura 3B, n6s podemos observar que apesar do consumo de
racao ter variado, mas ter sido menor nos grupos que receberam dieta de
cafeteria ao longo do periodo de intervencdo, o consumo calérico
apresentou apenas reducgdes transitdrias nestes grupos ao longo dos 120
dias, no modelo 1. Ja na figura 3D, a partir da quinta semana, 0s animais
gue consumiram dieta de cafeteria (modelo 2) apresentaram aumento
significativo n o consumo de racdao em relagéo ao grupo CTL.
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Figura 3 - Consumo de racdo e consumo calérico de camundongos
alimentados com dieta de cafeteria, tratados ou ndo com Oleo de
macadamia, durante 120 dias.
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Os dados estdo apresentados como média e EPM. Teste two-way ANOVA seguido de post hoc
de Bonferroni, p<0,05, MODELO 1: Grupos CTL, DC e DOM: n=10; OM: n=9; MODELO 2:
Grupos CTL, DC: n=12; OM: n=10 e DOM: n=9, (*): indica efeito da dieta de cafeteria, DC vs
CTL ou DOM vs OM e (#): indica efeito do 6leo de macadamia, OM vs CTL ou DOM vs DC.

Em relagdo ao consumo de macronutrientes, observamos que o
mesmo reflete o consumo de ragéo e a composigao das dietas utilizadas.
No modelo 1, o consumo de carboidratos e de proteinas foi
significativamente menor tanto nos os grupos que receberam dieta de
cafeteria quanto no grupo 6leo de macadamia, quando comparado com o
grupo controle, ao longo dos 120 dias de tratamento (Figuras 4A e 4B).
Ja no modelo 2, o consumo de carboidratos e proteinas foi
significativamente menor apenas nos grupos que receberam dieta de
cafeteria (Figuras 4D e 4E). Em ambos os modelos (1 e 2), o consumo de
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lipideos foi maior nos grupos que consumiram dieta de cafeteria, a partir
da terceira semana de intervencdo (Figura 4C e 4F).

Figura 4 - Consumo de macronutrientes de camundongos

alimentados

com duas composicdes de dieta de cafeteria, tratados ou ndo com dleo de
macadamia, durante 120 dias.
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Os dados estdo apresentados como média e EPM. Teste two-way ANOVA seguido de post hoc
de Bonferroni, p<0,05, MODELO 1: Grupos CTL, DC e DOM: n=10; OM: n=9; MODELO 2:
Grupos CTL, DC: n=12; OM: n=10 e DOM: n=9, (*): indica efeito da dieta de cafeteria, DC vs
CTL ou DOM vs OM e (#): indica efeito do 6leo de macadamia, OM vs CTL ou DOM vs DC.

A massa corporal foi semelhante entre 0s grupos na maior parte do
periodo de intervencdo em ambos os modelos experimentais (Figuras 5A
e 5B). No entanto, a mesma apresentou varia¢fes discretas provocadas
principalmente pelo consumo da dieta no modelo 2, que foram
normalizadas ao final da intervencédo (Figura 5B).
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Figura 5 - Massa corporal de camundongos alimentados com dieta de
cafeteria, tratados ou ndo com 6leo de macadamia, durante 120 dias.
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Os dados estdo apresentados como média e EPM. Teste two-way ANOVA seguido de post hoc
de Bonferroni, p<0,05, MODELO 1: Grupos CTL, DC e DOM: n=10; OM: n=9; MODELO 2:
Grupos CTL, DC: n=12; OM: n=10 e DOM: n=9, (*): indica efeito da dieta de cafeteria, DC vs
CTL ou DOM vs OM e (#): indica efeito do 6leo de macaddmia, OM vs CTL ou DOM vs DC.

Como no6s podemos observar, 0s animais que receberam dieta de
cafeteria em ambos 0s modelos, apresentaram um aumento no consumo
caldrico que variou ao longo da intervencdo, mas 0 mesmo ndo refletiu na
massa corporal dos animais, uma vez que ao longo do tempo a massa
corporal foi semelhante entre os grupos, independentemente do tipo de

dieta consumido.

520 CONSUMO DE DIETA DE CAFETERIA PROMOVEU
AUMENTO NA GLICEMIA DE JEJUM E REDUCAO DA

TOLERANCIA A GLICOSE.

Em ambos os modelos experimentais podemos observar um
aumento das concentragdes de glicose sanguinea nos grupos alimentados
com dieta de cafeteria ao final do protocolo experimental (120 dias), no
entanto, ao longo da intervencdo este perfil glicémico foi diferente
dependendo do modelo experimental (Figura 6A e 6B).

20
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Figura 6 - Curva glicémica de camundongos alimentados com dieta de
cafeteria, tratados ou ndo com 6leo de macadamia ao longo dos 120 dias.
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Os dados estdo apresentados como média e EPM. Teste two-way ANOVA seguido de post hoc
de Bonferroni, p<0,05 MODELO 1: Grupos CTL, DC: n=10; DOM: n=9-10; grupo OM: n=8-
10, MODELO 2: Grupos CTL, DC: n=11-13; DOM: n=8-9; grupo OM: n=10; (*): indica efeito
da dieta de cafeteria, DC vs CTL ou DOM vs OM e (#): indica efeito do 6leo de macadamia,
OM vs CTL ou DOM vs DC.

No modelo 1, aos 30 dias de intervencéo os grupos DC e DOM
apresentaram um aumento na glicemia de jejum, observado pelo teste
ANOVA de duas vias, indicando um efeito da dieta de cafeteria sobre este
pardmetro. No entanto, esse aumento ndo foi suficiente para observarmos
esta diferenca no teste de Bonferroni (CTL: 160,6+8,3; DC: 172,6+8,6;
OM: 158,0+9,0; DOM: 187,245,8; F = 6,383; p = 0,0162; Figura 7A).
Apos 60 dias de intervencao os animais do grupo DOM apresentaram um
aumento significativo da glicemia de jejum quando comparado com o
grupo OM (CTL: 155,4+5,4; DC: 158,0+5,7; OM: 156,3+8,1; DOM:
180,7+4,6*, F = 4,954; p = 0,0328; Figura 7B). J& aos 90 dias apesar dos
grupos DC e DOM apresentarem valores aumentados de glicemia, apenas
no grupo DC este aumento foi significativo quando comparado com o seu
controle (CTL: 163,0+6,8; DC: 193,0+7,4*; OM: 179,1+5,6; DOM:
187,2+6,1, F = 9,78; p < 0,0037; Figura 7C). Apbs estes aumentos
transitorios, aos 120 dias foi observado um aumento significativo em
ambos o0s grupos que receberam dieta de cafeteria, como podemos
observar nas figuras 6A e 7D (CTL: 169,0+4,9; DC: 196,4+5,6*; OM:
166,3+2,5; DOM: 192,0+7,6*; F = 21,16; p < 0,0001).

Contrapondo o que tinhamos observado no modelo 1, o consumo
de dieta de cafeteria e a suplementacdo com 6leo de macadamia no
modelo 2 promoveram alteracdo na glicemia de jejum apenas aos 120 dias
de intervencdo. Apds 30 dias (CTL: 161,31+4,44; DC: 167,00+7,05; OM:



63

171,2047,38; DOM: 157,33+9,16), 60 dias (CTL: 154,62+5,51; DC:
152,75+3,55; OM: 166,40+5,32; DOM: 157,33+5,86) e 90 dias (CTL:
158,2345,54; DC: 158,00+3,30; OM: 163,90+5,02; DOM: 162,89+7,80)
de intervencao ndo houve alteracéo na glicemia de jejum, como podemos
observar nas figuras 7E, 7F, 7G, respectivamente.

Apenas ao final da intervencdo (120 dias, CTL: 147,54+2,01; DC:
163,54+4,63*; OM: 148,30+3,37; DOM: 178,75+4,37*# efeito do
consumo de dieta de cafeteria: F = 28,40; p < 0,0001; efeito da
suplementacao com dleo de macadamia: F = 4,60; p = 0,0387; Figura 6B),
podemos observar um aumento significativo da glicemia nos animais dos
grupos DC e DOM quando comparados com 0S Seus respectivos
controles. Além disso, aos 120 dias os animais do grupo DOM
apresentaram um aumento significativo da glicemia quando comparados
com os animais do grupo DC (Figura 7H), este dado nos mostra que o
aumento de agucar simples na dieta de cafeteria ofertada no modelo 2
guando associado a suplementacdo de 6leo de macadamia contribui para
0 aumento da glicemia, o que ndo foi observado no modelo 1.
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Figura 7 - Glicemia de jejum de camundongos alimentados com dieta de cafeteria, tratados ou ndo com oleo de
macadamia, durante 120 dias.
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Os dados estdo apresentados como média e EPM. Teste two-way ANOVA seguido de post hoc de Bonferroni, , MODELO 1: Grupos CTL, DC: n=10;
DOM: n=9-10; grupo OM: n=8-10, MODELO 2: Grupos CTL, DC: n=11-13; DOM: n=8-9; grupo OM: n=10; (*): p<0,05; (**): p<0,01; (***): p<0,001;
(****): p<0,0001.
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Para avaliarmos se o consumo de dieta de cafeteria e/ou a
suplementacdo com Oleo de macadamia promoveu alteragdes na
tolerancia a glicose, avaliamos este parametro aos 90 e 120 dias em ambos
0s modelos experimentais.

Podemos observar na figura 8 que no modelo 1, o consumo de dieta
de cafeteria promoveu uma reducdo da tolerancia a glicose aos 90 e 120
dias de intervencdo e aos 90 dias esta reducdo foi intensificada pela
associacdo com o 6leo de macadamia. Podemos observar este resultado
na variacdo da glicemia durante o teste de tolerancia a glicose (Figuras
8A, 8B, 8C e 8D) e na area abaixo da curva (90 dias: CTL: 9711+1042;
DC: 12320+955; OM: 7899+802; DOM: 15031+1364"; efeito do
consumo de dieta de cafeteria: F = 21,00; p < 0,0001; efeito da interacdo
dos fatores: F = 4,53; p = 0,0419; 120 dias: CTL: 11570+1395; DC:
15339+1320; OM: 11414+1336; DOM: 15156+1195; efeito do consumo
de dieta de cafeteria: F = 8,052; p < 0,0076) (Figuras 8E e 8F).
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Figura 8 - Tolerancia a glicose de camundongos alimentados com dieta
de cafeteria, tratados ou ndo com 6leo de macadamia, ap6s 90 e 120 dias
de intervencdo — Modelo 1.
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Os dados estéo apresentados como média e EPM. Teste two-way ANOVA seguido de post hoc de Bonferroni,
p<0,05. 90 dias: Grupos CTL e DC: n=9, OM e DOM: n=8; 120 dias: Grupos CTL: n=9, DC e DOM: n=10
e OM: n=8. (*): indica efeito da dieta de cafeteria, DC vs CTL ou DOM vs OM.



69

Assim como no protocolo experimental anterior, no Modelo 2, aos
90 dias e 120 dias de intervencdo houve uma redugdo na tolerancia a
glicose proporcionada tanto pelo consumo de dieta de cafeteria quanto
por efeito da suplementacdo com dleo de macadamia, como podemos
observar na figura 9.

Aos 90 dias de intervencdo, podemos observar na figura 9C um
aumento significativo na glicemia dos animais do grupo DOM quando
comparado com o grupo OM ap6s 30 minutos do inicio do teste de
tolerancia a glicose (CTL: 396+16,2; DC: 434+19,5; OM: 359+19,5;
DOM: 433+24,0%; p<0,01). Este incremento contribuiu para o aumento
significativo da area abaixo da curva entre estes grupos, como podemos
observar nas figuras 9A e E (90 dias: CTL: 32785+1164; DC:
34657+1054; OM: 29456+726; DOM: 35296+2028"; efeito do consumo
de dieta de cafeteria: F = 396,8; p<0,0001). Além disso, a analise
variancia de duas vias nos mostra que houve efeito tanto do consumo de
dieta de cafeteria quanto da suplementacdo com 6leo de macadamia (90
dias: CTL: 32785+1164; DC: 34657+1054; OM: 29456+726; DOM:
35296+2028"; efeito do consumo de dieta de cafeteria: F = 396,8; p <
0,0001; efeito da suplementacdo com éleo de macadamia: F = 8,67; p <
0,0001 — Figura 9C). J& aos 120 dias de intervencéo, a tolerancia a glicose
foi reduzida tanto por efeito da dieta de cafeteria (120 dias: CTL:
9719+759; DC: 11001+852; OM: 8724+1143; DOM: 11426+11427; F =
275,4; p<0,0001) quanto pela suplementacdo com 6leo de macadamia (F
= 13,26; p<0,0001) (Figuras 9B, 9D e 9F). Aos 15 minutos ap6s o inicio
do teste de tolerancia a glicose, observou-se um aumento nas
concentracBes de glicose sanguinea no grupo DOM quando comparado
com o0s grupos OM e DC e aos 30 minutos a diferenga entre o grupo DOM
e OM, permaneceu (Figura 9D).
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Figura 9 - Tolerancia a glicose de camundongos alimentados com dieta
de cafeteria, tratados ou ndo com éleo de macadamia, ap6s 90 e 120 dias
de intervencdo — Modelo 2.
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Os dados estdo apresentados como média e EPM. Teste two-way ANOVA seguido de post hoc
de Bonferroni, p<0,05. 90 dias: Grupos CTL, DC: n=12, OM: n=10 e DOM: n=9; 120 dias:
Grupos CTL e OM: n=8, DC: n=12 e DOM=9. (*): indica efeito da dieta de cafeteria, DC vs
CTL ou DOM vs OM; (#): indica efeito do 6leo de macadamia, OM vs CTL ou DOM vs DC.
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Ainda sobre alteracdes no metabolismo glicémico, nds realizamos
0 teste de tolerancia a insulina e observamos que 0s animais que
consumiram dieta de cafeteria (grupos DC e DOM) apresentaram um
aumento significativo no decaimento da glicemia ao longo do teste, em

ambos os modelos utilizados, como podemos observar na figura 10.

Figura 10 — Teste de tolerancia a insulina de camundongos alimentados
com dieta de cafeteria, tratados ou ndo com 6leo de macadamia, apds 120
dias de intervencao.
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Os dados estdo apresentados como média e EPM. Teste two-way ANOVA seguido de
post hoc de Bonferroni, p<0,05. MODELO 1: Grupos CTL, DC, OM e DOM: n=10.
MODELO 2: Grupos CTL e OM: n=10, DC: n=12 e DOM=9. (*): indica efeito da
dieta de cafeteria, DC vs CTL ou DOM vs OM; (#): indica efeito do 6leo de
macadamia, OM vs CTL ou DOM vs DC.
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Nas figuras 10A e C, podemos observar que no Modelo 1, durante
a realizagdo do teste de tolerancia a insulina, 10 minutos apds o inicio do
teste os animais do grupo DC apresentaram uma reducéo significativa da
glicemia em relacdo aos animais dos grupos CTL e DOM (CTL: 7116,0;
DC: 60+4,3"%; OM: 74+2,3; DOM: 70+6,0, p<0,05). Apds 15 minutos,
podemos observar que esta reducdo do grupo DC em relagdo aos grupos
CTL e DOM, continua. Neste minuto, o grupo DOM apresenta uma
reducdo da glicemia em relacdo ao grupo OM (CTL: 69+6,5; DC:
49+2,8™# OM: 69+2,1; DOM: 55+3,8", p<0,05). Ao final do teste
(minuto 20), os animais que consumiram dieta de cafeteria (grupos DC e
DOM) apresentaram uma reducdo significativa em relacdo aos seus
respectivos controles (grupos CTL e OM, respectivamente) (CTL:
64+5,3; DC: 48+2,7"; OM: 65+2,1; DOM: 52+3,0", p<0,05).

Ja no Modelo 2, podemos observar que nos minutos 10 e 15, os
animais que receberam dieta de cafeteria apresentaram uma reducdo
significativa da glicemia em relagdo aos seus respectivos controles
(Minuto 10: CTL: 8445,0; DC: 55+4,7"; OM: 72+6,1; DOM: 5515,3",
p<0,05; Minuto 15: CTL: 7743,1; DC: 54+2,9"; OM: 65+6,0; DOM:
50+1,9", p<0,05 - Figura 10D). No minuto 20, final do teste, além de
permanecer esta reducdo nos grupos DC e DOM, o grupo DC também
apresentou uma reducdo em relacéo ao grupo DOM (CTL: 74+3,3; DC:
55+2,7"#, OM: 70%5,9; DOM: 49+2,2", p<0,05 - Figura 10D).

Ao final do periodo de intervencdo avaliamos as concentracdes
plasmaticas de insulina de jejum nos Modelos 1 e 2 e observamos que nédo
houve diferenca significativa entre os grupos (MODELO 1: CTL:
177423,3; DC: 204424,1; OM: 144421 5; DOM: 2784+61,5 MODELO 2:
CTL: 160+18,8; DC: 106+9,9; OM: 102+11,5; DOM: 112+18,3), como
podemos observar nas figuras 11A e 11B, respectivamente.
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Figura 11 - Concentragdes plasmaticas de insulina de camundongos
alimentados com dieta de cafeteria, tratados ou ndo com Oleo de
macadamia, durante 120 dias — Modelos 1 e 2.
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Os dados estdo apresentados como média e EPM. Teste two-way ANOVA seguido de
post hoc de Bonferroni. Modelo 1: Grupos CTL, DC: n=9, OM: n=6 e DOM: n=10;
Modelo 2: Grupos CTL: n= 12, DC e DOM: n=9, OM: n=10.

Assim, constatamos que independente do Modelo experimental
utilizado, os animais que consumiram dieta de cafeteria (DC e DOM)
apresentaram uma reducdo da tolerdncia a glicose ap6s 120 dias de
intervencdo, sem alteracdo significativa na insulinemia de jejum e com
indicios de um maior prejuizo quando a dieta de cafeteria foi associada
com a suplementacédo de 6leo de macadamia, nestes parametros.

5.3 0 CONSUMO DE DIFERENTES DIETAS DE CAFETERIA COM
OU SEM A SUPLEMENTACAO COM OLEO DE MACADAMIA
DURANTE 120 DIAS PROMOVEU ALTERACOES NO PERFIL
LIPIDICO PLASMATICO DE CAMUNDONGOS.

Ao final da intervencdo, avaliou-se o perfil lipidico plasmatico
destes camundongos alimentados ou ndo com dieta de cafeteria,
suplementados ou ndo com éleo de macadamia.

Na figura 12A, podemos observar que no Modelo 1 as
concentrages plasméticas de TAG foram significativamente menores
nos grupos DC, OM e DOM quando comparados com o grupo CTL (CTL.:
85,92+5,65; DC: 59,82+3,84*; OM: 64,98+3,59%, DOM: 66,55+4,39%,
p<0,05, sendo (*):DC vs CTL ou DOM vs OM; (#): OM vs CTL ou DOM
vs DC e ($): CTL vs DOM). Este resultado nos infere um efeito tanto da
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dieta de cafeteria quanto do 6leo de macadamia, como podemos observar
apos a analise de variancia de duas vias (efeito do consumo de dieta de
cafeteria: F = 7,24; p = 0,01; efeito da interacdo dos fatores: F = 9,21; p
= 0,005). Em contrapartida, as concentragfes plasmaticas de CT foram
significativamente maiores nos grupos DC e DOM quando comparadas
aos seus respectivos controles (CTL: 76,14+2,47; DC: 101,62+6,96%;
OM: 76,68+4,65; DOM: 103,18+6,15%, p<0,05) (Figura 12B).

Assim como noés observamos no modelo 1, apoés 120 dias de
intervencdo as concentragbes plasmaticas de TAG (CTL:68,06+3,02;
DC:34,96+3,65*; OM:55,10+4,61; DOM: 60,17+7,33, efeito do consumo
de dieta de cafeteria: F = 9,27; p = 0,004; efeito da interagdo dos fatores:
F = 17,20; p = 0,004) foram menores no grupo DC quando comparado
com o grupo CTL, além de um aumento nestas concentracGes de TAG
guando a dieta de cafeteria foi associada & suplementacdo com dleo de
macadamia (Figura 12C). As concentragdes plasmaticas de CT foram
alteradas tanto pelo consumo da dieta de cafeteria, quanto pela
suplementacdio com 6leo de macadamia (CTL:71,14+4,60;
DC:92,86+5,95; OM:96,98+9,59; DOM: 103,14+8,04, efeito do consumo
de dieta de cafeteria: F = 3,94; p = 0,054, efeito da suplementa¢do com
6leo de macadamia: F = 6,61; p = 0,01), mas esta diferenca ndo foi
suficiente para ser identificada no teste de Bonferroni (Figura 12D).
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Figura 12 - Concentracdes plasmaticas de TAG e CT de camundongos
alimentados com dieta de cafeteria, tratados ou ndo com Oleo de
macadamia, durante 120 dias.
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Os dados estdo apresentados como média e EPM. Teste two-way ANOVA seguido de post hoc
de Bonferroni. Figura A: Grupos CTL, DC, DOM: n=10 e OM: n=8. Figura B: Grupos CTL:
n=10, DC e DOM: n=9 e OM: n=8. Figura C e D: Grupos CTL e DC: n=12, OM: n=10 e DOM:
n=9. (*): p<0,05; (**): p<0,01; (***): p<0,001.
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540 CONSUMO DE DIETA DE CAFETERIA PROMOVEU
ACUMULO DE LIPIDEOS HEPATICOS APOS 120 DIAS DE
INTERVENCAO.

Na figura 13A podemos observar que apés 120 dias de intervencao,
no Modelo 1, o conteldo total de TAG hepatico foi significativamente
maior em ambos 0s grupos que receberam dieta de cafeteria e no grupo
OM, representando um efeito per se, da suplementacdo com o6leo de
macadamia (CTL: 6,97+1,00; DC: 24,93+2,55*; OM: 11,75+1,44%
DOM: 25,36+2,98*%, p<0,05; efeito do consumo de dieta de cafeteria: F
= 66,32; p < 0,0001; efeito da suplementacdo com 6leo de macadamia: F
=4,97; p = 0,03 e efeito da interacdo desses fatores: F = 4,56; p = 0,04).
Ja o contetdo de CT hepético foi significativamente maior apenas no
grupo DC (CTL: 1,00+0,15; DC: 1,79+0,15*; OM: 1,21+0,19; DOM:
1,32+0,15, p<0,05) (Figura 13B).

Assim como observado no modelo 1, no modelo 2 houve aumento
significativo do contetido de TAG hepatico nos grupos que consumiram
dieta de cafeteria e no grupo OM em relagdo ao grupo CTL (CTL:
3,11+0,41; DC: 10,72+1,54*; OM: 8,03+1,15% DOM: 17,57+1,11*%#
p<0,05; efeito do consumo de dieta de cafeteria: F = 67,49; p < 0,0001;
efeito da suplementacdo com 6leo de macadamia: F = 37,54; p < 0,0001
— Figura 13C). Além disso, podemos observar um incremento no
conteido de TAG hepatico no grupo DOM quando comparado com o
grupo DC. Contrapondo os achados do modelo 1, o contetdo de CT
hepéatico apresentou-se aumentado nos grupos que receberam dieta de
cafeteria e no grupo OM guando comparados com o grupo CTL (CTL:
1,05+0,08; DC: 1,81+0,16*; OM: 1,56+0,12%; DOM: 2,24+0,13*#,
p<0,05; efeito do consumo de dieta de cafeteria: F = 31,16; p < 0,0001;
efeito da suplementacdo com 6leo de macadamia: F = 13,20; p = 0,0008
— Figura 13D).
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Figura 13 - Contetdo de TAG e CT hepéaticos de camundongos
alimentados com diferentes dietas de cafeteria, tratados ou ndo com 6leo
de macadamia, durante 120 dias.
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Os dados estdo apresentados como média e EPM. Teste two-way ANOVA seguido de post hoc
de Bonferroni. Figura A: Grupos CTL, DC, DOM: n=10 e OM: n=8. Figura B: Grupos CTL e
DOM: n=10, DC: n=9 e OM: n= 8. Figura C e D: Grupos CTL e DC: n=12, OM: n= 10 e DOM:
n=9. (*): p<0,05; (**): p<0,01; (***): p<0,001.

Para confirmarmos a presenca de esteatose hepatica, realizamos a
andlise histolégica do figado e diferenciamos a presenca de gordura em
microgoticulas (aglomerados de goticulas de gordura ao redor do
hepatdcito) e macrogoticulas (caracterizada pela presenca de uma
goticula de gordura grande ao ponto de deslocar o nlcleo do hepatécito
para a periferia).

Assim como apresentado anteriormente, ao final dos 120 dias de
intervencdo os grupos que receberam dieta de cafeteria apresentaram um



78

aumento de lipideos hepaticos em ambos os modelos utilizados, como
podemos observar na figura 14.
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Figura 14 — Anélise histoldgica do figado com identificacdo dos lipideos hepéticos, micro e macrogoticulas de gordura
em camundongos CTL e tratados com diferentes dieta de cafeteria, suplementado ou ndo com 6leo de macadamia
durante 120 dias.
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Os dados estéo apresentados como mediana e intervalo interquartil. Teste two-way ANOVA seguido de post hoc de Bonferroni, , MODELO 1: Grupos CTL, OM: n=7,
DC e DOM: n=8; MODELO 2: Grupos CTL, DC: n=8; OM e DOM: n=9; (*): p<0,05; (**): p<0,01; (***): p<0,001; (****): p<0,0001.
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Apo6s a andlise histolégica observa-se um aumento no percentual
de lipideos hepéaticos em ambos 0s grupos que receberam dieta de
cafeteria (MODELO 1: CTL: 0,2[1,2;0,0]; DC: 10,4[14,2;1,6]*; OM:
0,6[1,0;0,1]; DOM: 12,5[17,4;5,9]*%; F = 55,61; p < 0,0001; MODELO
2: CTL: 0,1[0,3;0,0]; DC: 7,4[18,5;1,6]*; OM: 0,9[1,3;0,4]; DOM:
10,8[15,4;6,9]*; F = 56,96; p < 0,0001). Este aumento no percentual de
lipideos foi acompanhado pelo aumento no percentual de microgoticulas
de gordura nos animais dos grupos DC e DOM, como podemos observar
na figura 14A e D (MODELO 1: CTL: 0,2[1,2;0,0]; DC: 8,1[11,8;1,3]*;
OM: 0,6[1,06;0,08]; DOM: 9,7[12,8;5,8]*; F = 72,14; p < 0,0001;
MODELO 2: CTL:0,1][0,3;0,0]; DC: 6,4[13,4;1,6]*; OM: 0,9[1,31,0,35];
DOM: 10,2[14,6;6,5]*; efeito do consumo de dieta de cafeteria: F =
73,70; p < 0,0001). O percentual de macrogoticulas de gordura foi
significativamente maior nos grupos DC e DOM, como apresentado na
figura 14B (CTL: 0,00[0,03;0,00]; DC: 1,73[4,24;0,24]*; OM:
0,00[0,01;0,00]; DOM: 1,37[4,57;0,12]*; efeito do consumo de dieta de
cafeteria: F = 18,64; p = 0,0002), apenas no modelo 1. J& no modelo 2,
somente o grupo DOM apresentou um aumento significativo no contetido
de macrogoticulas de gordura (CTL: 0,00[0,00;0,00]; DC:
0,12[0,70;0,00]; OM: 0,00[0,00;0,00]; DOM: 0,61[0,92;0,08]*; efeito do
consumo de dieta de cafeteria: F = 18,64; p = 0,0002), como podemos
observar na figura 14E.

Devido a natureza da intervencdo nutricional utilizada e a
caracteristica de aumento expressivo dos lipideos hepaticos no modelo,
foi avaliado o perfil de 4cidos graxos presentes em amostras de figado nos
dois modelos. Os grupos que receberam dieta de cafeteria apresentaram
caracteristicas semelhantes em ambos os modelos. Existiu aumento no
percentual de AGMI oleico, reducdo no percentual do acido graxo
miristico e dos AGPIs linoleico e araquid6nico quando comprado aos
grupos dieta padrdo. Observamos também aumento no percentual dos
AGs oleico, araquidbnico e alfa-linoleico no grupo OM quando
comparado com o CTL, em ambos os modelos. A suplementacdo com
6leo de macadamia ndo promoveu incremento adicional dos AGMIs
oleico e palmitoleico (mais abundantes no 6leo de macadamia) quando
administrado em conjunto com a dieta de cafeteria. O perfil de &cidos
graxos hepaticos nas amostras de figado podem ser observadas com mais
detalhes na tabela a seguir (Tabela 4).
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Tabela 4 — Perfil de &cidos graxos em tecido hepatico de camundongos
CTL e tratados com dieta de cafeteria suplementados ou ndo com 6leo de

macadamia durante 120 dias — Modelos 1 e 2.

CTL DC oM DOM
MODELO 1
Miristico 14:0 10,88+0,45 5,20+0,49* 8,81+0,57 5,25+0,72*$
Palmitico 22,24+0,33 19,33+0,54*  16,29+0,79%*  20,00+0,42*$
16:0
Estearico 18:0 7,32+0,23 6,38+0,23 10,75+0,43%  5,84+0,31*%
Palmitoleico 1,28+0,08 2,02+0,12 1,58+0,08 2,25+0,40%
16:1
Oleico 18:1 15,17+0,40 44.82+1,38* 27,20+1,84*  45,06+1,71*%
Linoleico 24,39+0,82 10,22+0,31* 12,61+0,74  10,37+0,46*$
18:2
Avraquiddnico 17,8340,61 11,91+0,92* 21,41+0,40* 10,93+0,88*%
20:4
Alfa- 0,48+0,08 0,01+0,01* 0,68+0,06 0,08+0,02*%
linolénico
18:3
EPA 20:5 0,22+0,02 2,22+2,16 0,41+0,08 0,06+0,01
DHA 22:6 0,20+0,03 0,05+0,02 0,25+0,08 0,15+0,06
MODELO 2
Miristico 14:0 12,02+0,92 5,90+0,50* 8,45+1,02% 5,91+0,36°
Palmitico 20,79+1,26 17,90+0,48  23,08+0,82 19,55+0,86
16:0
Esteérico 18:0 6,78+0,54 6,62+0,32 7,44+1,32 6,11+0,10
Palmitoleico 1,41+0,03 1,96+0,20* 1,75+0,17 1,27+0,04%
16:1
Oleico 18:1 16,24+1,23 4437+1,03* 20,22+1,86  45,19+0,74*%
Linoleico 21,32+0,90 10,55+0,48*  25,48+0,86"  10,13+0,47*%
18:2
Avraquiddnico 20,83+1,00 12,44+0,89* 11,81+1,94* 11,67+0,33%
20:4
Alfa- 0,22+0,03 0,07+0,03 0,49+0,08* 0,12+0,04*
linolénico
18:3
EPA 20:5 0,25+0,03 0,10+0,24* 0,14+0,02 0,00+0,00*$
DHA 22:6 0,11+0,02 0,09+0,02 0,24+0,08 0,05+0,01*

(*): indica efeito da dieta de cafeteria, DC vs CTL ou DOM vs OM; (#): indica efeito do 6leo de
macadamia, OM vs CTL ou DOM vs DC e ($): CTL vs DOM. Modelo 1: Grupos CTL e DC:
n=6 e OM e DOM: n=5. Modelo 2: Grupos CTL e DC: n=6, OM: n=4 e DOM: n=5.
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Como existe bastante literatura ligando a esteatose hepéatica ao
aumento do tonus pré-inflamatdrio local e da diminuicdo da integridade
dos hepatocitos destes animais, quantificamos a presenca de células de
Kupffer por analise histoldgica e analisamos a atividade plasmatica das
enzimas aspartato aminotransferase—AST e da alanina aminotransferase—
ALT (indicadores indiretos de morte de hepatécitos).

550 CONSUMO DE DIETA DE CAFETERIA E A
SUPLEMENTACAO COM OLEO DE MACADAMIA
PROMOVERAM ALTERACOES NOS MARCADORES DA FUNCAO
HEPATICA, MAS NAO ALTERARAM AS CONCENTRACOES DE
CITOCINAS APOS 120 DIAS DE INTERVENCAO EM AMBOS 0S
MODELOS EXPERIMENTAIS.

No modelo 1, podemos observar um aumento do ndmero de células
inflamatdrias hepaticas no grupo DC e, em contraponto, os animais do
grupo DOM apresentaram uma reducdo no nimero e células de Kupffer
contadas quando comparado ao obtido nos animais do grupo DC (CTL:
36,6+1,9; DC: 41,8+2,0; OM: 30,9+1,1; DOM: 33,0+0,8% efeito da dieta
de cafeteria: F= 5,42; p = 0,03; efeito da suplementacdo com o6leo de
macadamia: F=21,6; p<0,001 — Figura 15).

No modelo 2, observamos algo semelhante, pois houve um
aumento das células de Kupffer provocada pelo consumo de dieta de
cafeteria (CTL:29,0+1,2; DC: 36,5+1,0*%; OM: 27,5+1,9; DOM:
27,8+0,8% efeito da dieta de cafeteria: F=8,51; p<0,01; efeito da
suplementacdo com 6leo de macadamia: F=14,76; p<0,001). No entanto,
houve atenuagdo no conteldo destas células nos animais que tiveram o
consumo da dieta de cafeteria associado ao 6leo de macadamia (efeito da
interacdo da dieta de cafeteria e da suplementacdo com éleo de
macadamia: F=7,29; p=0,01) (Figura 15).
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Figura 15 — Andlise histologica das células de Kupffer em camundongos
CTL e tratados com dieta de cafeteria suplementados ou ndo com 6leo de
macadamia durante 120 dias - Modelos 1 e 2.
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Os dados estdo apresentados como média e EPM. Teste two-way ANOVA seguido de post hoc
de Bonferroni. Figura A - Modelo 1: Grupos CTL e OM: n=7 e DC: n=9 e DOM: n=8. Figura
B — Modelo 2: Grupos CTL e DC: n=8, OM e DOM: n= 9. (*): p<0,05; (**): p<0,01; (***):
p<0,001.

As imagens representativas do acimulo de lipideos hepaticos e do
contelldo de células de Kupffer no modelo 1 e modelo 2 estdo
apresentadas nas figuras 16 e 17, respectivamente.
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Figura 16 — Imagens representativas da analise histolégica do figado com
identificacdo do percentual de lipideos hepaticos e células de Kupffer em
camundongos CTL e tratados com dieta de cafeteria, suplementados ou
ndo com dleo de macadadmia -Modelol.

Imagens representativas dos grupos experimentais. As setas com tragado grosso
indicam goticulas de gordura e as setas com tragado fino indicam células de
Kupffer nos grupos DC e DOM. Grupos CTL e OM: n=7; DC e DOM: n=8.
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Figura 17 - Imagens representativas da analise histolégica do figado com
identificacdo do percentual de lipideos hepaticos e células de Kupffer em
camundongos CTL e tratados com dieta de cafeteria, suplementados ou

nao com 6leo de macadamia —Modelo2.
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Imagens representativas dos grupos experimentais. As setas com tracado grosso

indicam goticulas de gordura e as setas com tragado fino indicam células de

Kupffer nos grupos DC e DOM. Grupos CTL e DC: n=8; OM e DOM: n=9.

Diante disso, podemos observar nas imagens um acumulo de
lipideos hepéaticos em ambos 0s grupos que receberam dieta de cafeteria
nos dois modelos experimentais (Figura 15 e 16). Entretanto, apds as
andlises bioguimicas e histoldgicas do acumulo de lipideos hepaticos
podemos observar que a composigdo da dieta de cafeteria influencia neste
parametro, uma vez que no modelo 2 (maior percentual de aglcares
simples) a suplementacdo com 6leo de macadamia aliada a dieta de
cafeteria incrementa o acimulo de lipideos hepéticos, o que néo foi
observado no modelo 1. Além disso, em ambos os modelos podemos
observar que a suplementacdo com dleo de macadamia atenuou o
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incremento do conteldo de células de Kupffer em camundongos
alimentados com dieta de cafeteria.

Ainda em relagéo aos efeitos do consumo de dieta de cafeteria e da
suplementacdo com dleo de macadamia sobre o figado, avaliamos a
atividade plasmética da AST (U/L) e da ALT (U/L).

Mesmo com o aumento de lipideos hepaticos, tanto no grupo DC
guanto no grupo DOM e um aumento de células de Kupffer no grupo DC,
a atividade plasmética da enzima AST foi significativamente maior
apenas no grupo DOM, em ambos 0s modelos experimentais (MODELO
1 - CTL: 95,4845,26; DC: 104,98+8,76; OM: 81,05+8,03; DOM:
117,41+9,60*; efeito da dieta de cafeteria; F = 7,651; p = 0,0092;
MODELO 2 - CTL:53,41+7,05; DC: 44,65+4,08; OM: 23,62+2,64;
DOM: 64,76+12,66*; efeito da dieta de cafeteria: F= 4,66, p= 0,04, efeito
da interagdo da dieta de cafeteria e da suplementacdo com o6leo de
macadamia: F=11,06; p<0,01). No entanto, no modelo 2 podemos
observar que também houve interacdo dos fatores, o que levou ao
incremento maior quando associada a ingestdo de CAF e a suplementagéo
com 6leo de macadamia (Figura 17). Além disso, em ambos 0s modelos
experimentais a enzima hepatica ALT permaneceu semelhante entre os
grupos ap6s 120 dias de intervencdo (MODELO 1 - CTL: 24,14+1,90;
DC: 19,88+1,64; OM: 19,24+1,22; DOM: 22,10+2,16; MODELO 2 -
CTL: 12,66+0,94; DC: 9,20+0,55; OM: 12,11+0,94; DOM: 13,07+2,20).
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Figura 18 - Atividade enzimatica da AST e ALT plasmética de
camundongos alimentados com dieta de cafeteria, tratados ou ndo com

6leo de macadamia, durante 120 dias — Modelos 1 e 2.
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Os dados estdo apresentados como média e EPM. Teste two-way ANOVA seguido de post hoc
de Bonferroni. Figura A: Grupos CTL: n=9; OM: n=8 e DC e DOM: n= 10 e DOM: n=8. Figura
B: Grupos CTL e DC: n=12, OM: n=8 e DOM: n=9. Figura C: Grupos CTL, DC e DOM: n=10
e OM: n= 8. Figura D: Grupos CTL: n=10, DC: n=12, OM e DOM: n= 9. (*): p<0,05; (**):
p<0,01.

Em relacéo as citocinas (1L12, IL10, IL6 e TNF), nossos dados
mostram que ndo houve efeito da dieta de cafeteria, nem da
suplementacdo com 6leo de macadamia em ambos 0s modelos utilizados.
Podemos observar nos dados apresentados na tabela a seguir:
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Tabela 5- Concentracéo de citocinas (pg/mg de proteina total) em tecido
hepatico de camundongos CTL e tratados com dieta de cafeteria
suplementados ou ndo com Oleo de macadamia durante 120 dias —
Modelos 1 e 2.

CTL DC OoM DOM

MODELO 1

IL12 0,091+0,012  0,091+0,018 0,244+0,113 0,212+0,025

TNF 0,057+0,016  0,065+0,010 0,153+0,062 0,117+0,028

IL6 0,017+0,000  0,015+0,003 0,051+0,000 0,021+0,009

IL10 0,038+0,000  0,043+0,010 0,110+0,065 0,104+0,053

MODELO 2

IL12 0,032+0,015  0,139+0,024 0,131+0,018 0,238+0,076

TNF 0,024+0,008  0,104+0,016 0,091+0,044 0,124+0,038

IL6 0,006+0,002  0,014+0,004 0,013+0,021 0,021+0,009

IL10 ND 0,033+0,003 0,044+0,019 0,109+0,042

Os dados estédo apresentados como média e EPM. Teste two-way ANOVA seguido de
post hoc de Bonferroni. MODELO 1: “n” variando de 1 — 5; MODELO 2: n” variando
de 2 — 5; (ND: ndo detectado)

5.6 CAMUNDONGOS ALIMENTADOS COM DE DIETA DE
CAFETERIA APRESENTARAM AUMENTO DA ADIPOSIDADE
VISCERAL E DIMINUICAO DA MASSA DO FIGADO APOS 120
DIAS DE INTERVENCAO, INFLUENCIADO OU NAO PELA
SUPLEMENTACAO COM OLEO DE MACADAMIA.

Ao final dos 120 dias de intervencdo, os animais que receberam
dieta de cafeteria apresentaram um aumento significativo no indice de
adiposidade visceral em ambos os modelos experimentais. Além disso,
apo6s 120 dias de intervencdo os animais dos grupos DC e DOM, em
ambos os modelos, apresentaram uma reducao significativa na massa do
figado quando comparado com seus respectivos controles. No modelo 1,
nenhum destes tecidos foram alterados pela suplementacdo com 6leo de
macadamia durante 120 dias. No entanto, no Modelo 2 observamos o
efeito da interacdo do consumo da dieta de cafeteria e da suplementagéo
com 6leo de macadamia, uma vez que 0s animais que consumiram DC e
OM apresentaram um incremento ainda maior no indice de adiposidade
visceral do que foi observado grupo DC. Ainda neste modelo observamos
que a suplementacdo do 6leo de macadémia aliada ao consumo da dieta
de cafeteria promoveu uma reducdo ainda mais acentuada da massa do
figado no grupo DOM (Tabela 6).
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Tabela 6- Indice de adiposidade (%) e figado (mg/g de m.c.) de
camundongos CTL e tratados com dieta de cafeteria suplementados ou
ndo com 6leo de macadamia durante 120 dias — Modelos 1 e 2.

CTL DC OoM DOM F P
MODELO 1
Indice de 1,69+0,1 3,21+0,3*  1,71+0,1 3,62+0,4* 34,28 <0,0001
adiposidade
Figado 49,74+1,4  40,29+1,8* 46,78+1,1 38,88+1,6* 31,8 <0,0001
MODELO 2
Indice de 2,01+0,2 2,4340,1 1,64+0,1  3,31+0,3** 32,1'  <0,0001*
adiposidade 11,3°  =0,0023
Figado 4530+0,9 40,61+0,8* 42,45+1,0 37,93t1,4* 20,9 <0,0001!
7,5° =0,009?

Os dados estdo apresentados como média e EPM. Teste two-way ANOVA seguido de post hoc
de Bonferroni. * efeito da dieta de cafeteria, %efeito da suplementagdo com 6leo de macadamia,
Sefeito da interagdo dos fatores. MODELO 1: Grupos CTL, DC e DOM: n=10 e grupo OM: n=8;
MODELO 2: Grupos CTL, DC: n=12; OM: n=10 e DOM: n=9, (*): indica efeito da dieta de
cafeteria, DC vs CTL ou DOM vs OM, (#): indica efeito do 6leo de macadamia, OM vs CTL ou
DOM vs DC.

A partir dos dados obtidos no protocolo experimental — Modelo 1,
verificamos que o consumo de dieta de cafeteria (47% de carboidratos,
sendo destes 21% de agUcar refinado simples) alterou a glicemia de jejum,
a tolerancia a glicose e a adiposidade tecidual sem efeito da
suplementacdo com 6leo de macadamia.

O perfil lipidico plasmatico foi alterado tanto pelo consumo da
dieta de cafeteria quanto pela suplementacdo com 6leo de macadamia.
Além disso, os animais alimentados com dieta de cafeteria apresentaram
um aumento no acumulo de lipideos hepaticos, representado tanto pelo
aumento no conteldo total de TAG e CT, como pela presenca
significativa de micro e macrogoticulas de gordura. Além disso, a
atividade plasmética da enzima AST foi significativamente maior por
efeito do consumo de dieta de cafeteria. Em contraponto, os animais do
grupo DOM apresentaram uma diminuicdo significativa no percentual de
células de Kupffer, pardmetro este aumentado significativamente no
grupo DC.

Ja os dados do modelo experimental 2 (dieta de cafeteria - 54% de
carboidratos, sendo destes 41% de acucar refinado simples) nos mostrou
gue a dieta de cafeteria também promoveu alteragcGes na glicemia de
jejum, na tolerancia a glicose e no acimulo de gordura visceral. Além de
promover um aumento no acumulo de lipideos hepéticos, da atividade
enzimatica da AST e uma reducdo no contetido de células de Kupffer. No
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entanto, observamos que a combinacdo da dieta de cafeteria com o 6leo
de macadamia (grupo DOM) promoveu alteragdes, como por exemplo, da
glicemia e da adiposidade tecidual, ndo observadas no grupo DC. Ainda
em relacdo ao efeito da suplementagcdo com 6leo de macadamia, quando
associada a dieta de cafeteria também promoveu maior incremento no
acumulo de lipideos hepaticos em relagéo ao grupo DC.

A tabela 7 apresenta o resumo dos dados obtidos com os dois
modelos experimentais durante 120 dias de intervencdo. A mesma foi
construida a partir da interpretacdo dos dados apresentados anteriormente,
na qual nés podemos observar os efeitos promovidos separadamente pela
dieta de cafeteria, pelo 6leo de macadadmia e pela combinagdo dos dois.
Foi considerado efeito da DC quando observou diferenca significativa
entre 0s grupos que receberam a dieta de cafeteria e seus respectivos
controles (DC vs CTL e DOM vs OM). Para avaliar o efeito do OM
observou-se as diferencgas entre 0s grupos OM vs CTL e DOM vs DC e
para verificar o efeito combinado da dieta de cafeteria e do 6leo de
macadamia observou-se a diferenga concomitante entre o grupo DOM e
0s grupos OM e DC.
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Tabela 7- Resumo dos efeitos do consumo da dieta de cafeteria e da
suplementacdo com 6leo de macadamia nos Modelos experimentais 1 e
2.

Modelo 1 Modelo 2
120 dias 120 dias
(21% de agucar refinado (41% de agucar refinado
simples) simples)
Parametros Efeito  Efeito Efeito Efeito  Efeito Efeito
daDC doOM combinado daDC doOM combinado
(DC+0OM) (DC+0OM)
Consumo de l - - ! - -
racéo
Massa - - - - - -
corporal
Adiposidade 1 - - 1 - 1
Glicemia de 1 - - 0 )
jejum
Tolerancia a l - - ! ! -
glicose
TAG ! - - ! - T
plasmético
CT plasmético 1 - - 1 - -
Esteatose i - - i i -
hepética
Contetdo de i ! - 1 - !
células de
Kupffer
Citocinas - - - - - -
Atividade i - - 1 - 1
plasmética da
AST

Efeito da DC (DC vs CTL e DOM vs OM); efeito do OM (OM vs CTL e DOM vs
DC); efeito combinado da dieta de cafeteria e do 6leo de macadamia (DOM vs OM e
DC). (7): aumentou, (]): diminuiu, (-): ndo alterou.

Diante disso, nosso estudo se detém em discutir e entender melhor
0 impacto da diferenga na composicdo da dieta de cafeteria e o efeito da
suplementacdo com 6leo de macadamia sobre os parametros glicémicos e
lipidicos avaliados.
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6 DISCUSSAO

No presente estudo, demonstramos que independente do consumo
total de racdo e da massa corporal, os animais alimentados com dieta de
cafeteria apresentaram alteracGes glicémicas e lipidicas, em ambos 0s
modelos experimentais. Demonstramos ainda, que a mudanca na
composicado da dieta de cafeteria, caracterizada pelo acréscimo de aglcar
refinado simples (Modelo 1 - 21% de acucar refinado simples e Modelo
2 - 41% de acucar refinado simples) promoveu efeitos distintos nos
parametros metabolicos avaliados quando a mesma foi associada ou ndo
a suplementacdo com 6leo de macadamia.

Em ambos os modelos a intervengdo com dieta de cafeteria ndo
promoveu alteracdo na massa corporal. Este fato pode estar relacionado a
diferenca no percentual de proteinas e micronutrientes das dietas
ofertadas, uma vez que as dietas de cafeteria (Modelo 1 e 2) apresentavam
um percentual menor de proteinas e possivelmente de vitaminas e
minerais em comparacdo a dieta padrdo. Um estudo recente realizado
com ratos Wistar, desenvolveu uma dieta baseada na dieta ocidental
humana — WD (42,5% de kcal sendo derivada de lipideos, sendo rica em
carboidratos simples, sal e reduzida em fibras) e a compararam com a
dieta cafeteria - CAF(contendo: queijo, bolo, salame, biscoito recheado,
biscoito folheado, bolachas e biscoitos) e dieta rica em gordura - HFD
(60% de lipideos). Nesse estudo, 0s autores mostraram que a dieta WD e
HFD possuem a mesma composi¢ao de proteinas e micronutrientes que a
dieta controle, ndo podendo assim associar as alteracbes dessas dietas
obesogénicas ao contetido de micronutrientes e de proteinas. No entanto,
a dieta CAF tém em sua composi¢do alimentos industrializados e
altamente processados, contendo baixo contelido de vitaminas e minerais,
além de um menor percentual de proteinas em comparacao a dieta padrao,
WD e HFD. Este estudo mostrou que os animais alimentados com CAF
ndo apresentaram um aumento da massa corporal quando comparado com
0S 0utros grupos, assim como nés também observamos em nosso estudo.
Isto pode ser reflexo da reducdo de micronutrientes e de proteinas
presentes na CAF (BORTOLIN et al., 2018). Um outro pardmetro que
pode estar associado a ndo alteracdo da massa corporal entre 0s animais
alimentados com dieta de cafeteria e aqueles alimentados com dieta
padrdo, é o ambiente termoneutro, relatado em estudos que mostram que
existe uma forte relagdo negativa entre a temperatura ambiental e a massa
corporal, sugerindo ainda, que a variacdo da temperatura ideal é entre 28
— 30°C. (ENERBACK et al., 1997; LIU et al., 2003; SPEAKMAN;
KENER, 2012). Como os animais utilizados neste estudo foram mantidos
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em temperatura de 22+2°C, temperatura padréo e sugerida pelas atuais
legislacBes brasileiras (ANDRADE; PINTO; OLIVEIRA, 2002), a
energia despendida pelos animais para manter a temperatura corporal
pode ter influenciado (reduzido) o ganho de massa corporal e talvez
diminuido a amplitude de outras modificacbes metabdlicas
(SPEAKMAN; KEWER, 2012).

Apesar de ndo promover aumento adicional na massa corporal,
nosso estudo mostrou um aumento na adiposidade causada pela dieta de
cafeteria, em ambos os modelos experimentais. No modelo 2, em
particular a interacdo entre o consumo de dieta de cafeteria e a
suplementacdo com O6leo de macadamia promoveu um incremento
adicional na adiposidade. Além disso, altera¢des lipidicas (aumento nas
concentracGes de CT) e glicémicas (aumento da glicemia de jejum) foram
provocadas pela dieta de cafeteria em ambos os modelos. Este efeito da
dieta de cafeteria sobre alteragBes nos pardmetros do metabolismo
lipidico e glicémico pode ser observado em estudos anteriores (SAMPEY
etal., 2011; HIGA et al., 2014; PARAFATI et al., 2015). Assim como 0
aumento na adiposidade corporal, no Modelo 2, estes parametros foram
alterados também pela suplementacdo com 6leo de macadamia, uma vez
gue o0 aumento da glicemia de jejum também foi incrementada por efeito
do oleo. No entanto, as informagBes na literatura referentes a
suplementacdo com 6leo de macadamia em modelos experimentais de
alteracdes metabolicas, ainda sdo escassas. Alguns sdo os fatores que
podem estar associados a estes efeitos, como, aumento na disponibilidade
de nutrientes (combinagéo do incremento de agUcares simples + 6leo de
macadamia), acarretando, por exemplo, na ativagdo de vias lipogénicas
(DE MELO et al., 2018) e também um aumento da atividade simpética
(FIORINO et al., 2016; RAFACHO et al., 2013). Assim, ratifica-se a
necessidade de investigarmos e entendermos melhor os efeitos da
suplementacdo com 6leo de macadamia frente as dietas de cafeteria com
composices distintas.

Corroborando com outros estudos, nossos dados mostram que o
consumo de dieta de cafeteria promoveu acimulo de lipideos hepaticos
(SAMPEY et al., 2011; SUGATANI et al., 2008; YANG et al., 2012;
DISSARD et al., 2013; HIGA et al., 2014). Na obesidade, os principais
mecanismos que conduzem ao acimulo de TAG hepético sdo o aumento
da liberagdo de AGLs pelos dep6sitos adiposos periféricos ao figado e a
sintese de novo de AGs e TAG no préprio figado. A capacidade de
eliminacdo de lipideos hepaticos por meio da beta oxida¢do mitocondrial
e da exportacdo de lipoproteinas parece relativamente intacta (ANSTEE;
GOLDIN, 2006; JOU; CHOI; DIEHL, 2008). E importante salientar que
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os triglicerideos parecem ndo ser hepatotéxicos. Pelo contrario, séo
biomarcadores de exposicao hepatica aumentada aos AGLs (JOU; CHOI;
DIEHL, 2008). Estudos in vivo e in vitro indicaram que o acimulo de
TAG hepético pode ndo ser nocivo, pois pode representar um mecanismo
de protecdo contra a lesdo hepética induzida por AGLs armazenando-0s
na forma de TAG (LISTENBERGER et al., 2003; YAMAGUCHI et al.,
2007). Contudo, o acumulo de intermediarios lipidicos lipotoxicos,
incluindo DAG, ceramidas e acilcarnitinas de cadeia longa tém sido
associados tanto com a resisténcia insulinica hepatica quanto com o
acumulo de TAG (KOVES et al., 2008; RECTOR et al., 2010). Estes séo
considerados produtos do metabolismo mitocondrial oxidativo
comprometido/incompleto e podem prejudicar a sinaliza¢do da insulina e
mediar a inflamacdo dos hepatécitos (ERION; SHULMAN, 2010;
FUCHO et al., 2016; SUMMERS, 2006).

Em nosso estudo, o consumo aumentado de aglcares simples,
representado pela adicdo de sacarose (glicose + frutose) a dieta de
cafeteria no Modelo 2, ndo influenciou o acimulo de lipideos hepaticos.
Fato que é evidente apds 120 dias em ambos os Modelos, representado
pelo aumento de TAG e CT hepéatico e pela presenca de micro e
macrogoticulas de gordura. Este aumento da esteatose hepética
promovida pelo consumo de dietas com excessivo percentual de
carboidratos simples foi relatado e discutido em uma reviséo, na qual os
autores concluem que estes aclcares simples tem papel importante na
indugdo de esteatose hepdtica, por estimularem a lipogénese de novo e
bloguearem a p-oxidagdo dos acidos graxos. Além disso, concluiram que
os efeitos pro-oxidativos e pré-inflamatérios do acido Urico aumentam a
permeabilidade do intestino e endotoxemia que exacerbam o processo
lipogénico no figado, que, associado & disfun¢do mitocondrial, resultam
em doenca hepatica ndo alcodlica (JENSEN et al., 2018). No entanto,
como apresentamos, o incremento de aclcares simples (sacarose) no
Modelo 2 ndo promoveu um aumento adicional no acimulo de lipideos
hepaticos. Possivelmente, o acimulo maior de lipideos hepaticos relatado
na literatura pode estar associado ao maior percentual de frutose
(geralmente utilizada em estudos com este perfil) e ndo ao aumento da
ingestdo sacarose. No estudo de Kasim-Karakas et al. (1996), foi
demonstrado que apenas a dieta rica em frutose aumentou o contetido de
triglicerideos no figado de hamsters sirios-dourados em comparagdo com
dietas ricas em sacarose ou glicose. Além disso, a revisao realizada por
Wong et al. (2016) demonstrou que a frutose, sendo o melhor substrato
para a sintese de &cidos graxos no figado, parece ser mais eficiente do que
uma quantidade equivalente de sacarose na indugdo da esteatose hepética
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porque a frutose existe como uma molécula livre, enquanto a sacarose
contém apenas 50% de frutose e 50% de glicose. Em nosso estudo o
aumento da sacarose (0 dobro no Modelo 2) ndo promoveu aumento
adicional de lipideos no figado, o que nos sugere, talvez, que seu efeito
sobre o0 aumento de lipideos hepaticos ja foi atingido pela quantidade
presente do modelo 1. Aparentemente, a quantidade de lipideos da dieta
parece ser o fator determinante para aumento dos lipideos hepaticos
nestes 2 modelos. A partir disso, podemos sugerir para estudos futuros
uma mudanca na composicdo da dieta de cafeteria com o acréscimo
apenas de mais frutose na perspectiva de um aumento adicional no
acumulo de lipideos hepaticos quando comparada a dieta com acréscimo
de sacarose, como a utilizada em nosso estudo, ou até mesmo aumento no
percentual de lipideos.

Estudos experimentais com dieta de cafeteria, 0s roedores podem
apresentar hiperfagia (GASPARIN et al., 2018; HEYNE et al., 2009;
MORRIS et al., 2008), mas também é comum observar nao alteracdo no
consumo de racao e até mesmo reduzi-lo (GAC et al., 2015; HEINONEN
etal., 2014). Algo como observado em nosso estudo. O consumo de racéo
foi menor nos dois modelos, no Modelo 1 o consumo de ragéo apresentou
algumas flutuagdes ao longo da intervencdo, predominando um consumo
reduzido nos grupos que receberam dieta de cafeteria, mesmo assim,
acarretou em um consumo caldrico semelhante ou superior comparado
aos animais que consumiram dieta padrdo. J4 no Modelo 2, este aumento
no consumo cal6rico foi ainda mais evidente em virtude de uma menor
variagdo no consumo de ragdo, que também estava reduzido nos animais
dos grupos DC e DOM. O aumento no consumo calérico, deve-se a alta
densidade caldrica presente na dieta de cafeteria, em ambos os modelos,
uma vez que o consumo de gorduras foi significativamente maior nos
grupos alimentados com dieta de cafeteria. Assim como apresentado em
nosso resultados, um estudo com C57BL/6 alimentados com HFD (45%
de lipideos) por 8 semanas, mostra que também néo houve aumento no
consumo da racdo, fato este que pode estar relacionado ao alto valor
energético provenientes dos lipideos da dieta (MONTGOMERY et al.,
2013). O mesmo foi observado em um estudo com camundongos
C57BL/6 alimentados com dieta rica em gordura (45% kcal) (HFD) e
dieta ocidental caldrica (WD) rica em gordura, sacarose e colesterol por
8 semanas. Os autores mostraram gque o consumo de rag&o foi semelhante
entre 0s grupos e que a expressdo de neuropeptideos hipotalamicos foi
relevante para isto, pois 0 AgRP e NPY (orexigenos) foram suprimidos e
a POMC e CRH (anorexigenos) tenderam a ser suprarreguladas,
provavelmente protegendo os animais do aumento da ingestdo calérica
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(HEINONEN et al., 2014). Ja um estudo realizado com camundongos
Balb/c alimentados com dieta de cafeteria por 8 semanas, mostrou uma
redugdo no consumo de racdo, porém apresentou um aumento no
consumo de agUcares simples e lipideos, devido a composicdo da dieta,
assim como apresentado em nossos dados referentes ao consumo de
macronutrientes (GAC et al., 2015).

Estudos que utilizam o modelo de dieta de cafeteria para inducdo
da obesidade mostram diversas alteracdes no metabolismo glicémico e
lipidico. Em nosso estudo, demonstramos que estas alteragdes, em partes,
dependem da composicdo desta dieta e sua combinagdo com a
suplementacdo com 6leo de macadamia. Nos modelos 1 e 2 observamos
que a dieta de cafeteria promoveu uma reduc¢do da toleréncia a glicose e
um aumento na glicemia de jejum apds 120 dias de intervencdo. Em
contrapartida, um estudo com protocolo experimental semelhante ao
nosso, realizado com camundongos Balb/c alimentados com dieta de
cafeteria por 15 semanas mostrou uma reducdo na tolerancia a glicose,
sem alteracdo na glicemia de jejum. Como podemos observar, as
alteragdes glicémicas podem variar dependendo de diversos fatores,
como, espécie, tempo de intervenc¢do, composicdo da dieta, dentre outros.

Higa et al. (2014) realizou um estudo com camundongos C57BL/6
alimentados com dieta de cafeteria por 12 semanas. Estes apresentaram
um aumento da glicemia de jejum a partir da terceira semana de
intervencdo. Além disso, estes animais apresentaram intolerancia a
glicose a partir da sexta semana de intervengdo. No entanto, 0 mesmo nédo
foi exatamente o observado em nosso estudo, apesar de adotarmos no
Modelo 1 o mesmo modelo experimental. Em nosso estudo, existiu
aumento da glicemia de jejum no Modelo 1 a partir dos 60 dias de
intervencgdo, mas no Modelo 2 este aumento sd foi observado apenas aos
120 dias de intervencdo. Ja a reducéo da tolerancia a glicose foi observada
apenas aos 90 e 120 dias do protocolo experimental, em ambos 0s
modelos. Estas alteracBes no perfil glicémico, como o aumento na
glicemia de jejum e uma reducdo da tolerancia a glicose foram avaliados
na revisao realizada por Wong et al. (2016). Nesta reviséo, foi destacado
qgue a diferenca na composicdo da dieta, quer seja em relacdo ao
percentual de carboidratos simples (frutose, sacarose), de lipideos, ou a
combinacdo dos mesmos podem promover ou ndo estas alteracdes
glicémicas. Estas modificacdes parecem estar presentes, em sua maioria,
em estudos com aumento no percentual de carboidratos simples, apesar
dos outros estudos promoverem pelo menos alguma outra alteracéo
metabdlica, como obesidade, hipertenséo ou alteragdo no perfil lipidico
plasmatico.
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Ainda sobre as alteragcBes no perfil glicémico, nosso estudo
mostra que quando associada com a suplementacdo com Oleo de
macadamia, a dieta de cafeteria com maior percentual de aglcares simples
(Modelo 2) promove um incremento adicional as concentragfes de
glicose sanguinea de jejum. Este fato poderia estar associado a menor
responsividade a acdo da insulina em tecidos periféricos quando tém-se
excesso de nutrientes circulantes (carboidratos simples + lipideos)
(CASTELL-AUVI et al., 2012; HIGA et al., 2014). No entanto, nosso
estudo mostra que as concentracGes plasmaticas de insulina de jejum
foram semelhantes entre 0s grupos em ambos 0s modelos, assim como a
sua resposta frente a um desafio (teste de tolerancia a insulina). Desta
forma, algum outro fator ou mecanismo, ndo apresentado aqui, deve estar
envolvido neste aumento da glicemia de jejum. Na tentativa de entender
melhor este achado, realizamos um teste de tolerancia ao glucagon (50
ug/kg m.c.) no Modelo 2. No entanto, verificamos que este desafio frente
ao glucagon também mostrou uma resposta semelhante entre os grupos
(dados ndo apresentados).

Alguns estudos nos mostram que também é caracteristico do
modelo de obesidade induzido por dieta a presenca de resisténcia a
insulina (CASTELL-AUVi etal., 2012; SAMPEY etal., 2011). Em nosso
estudo, o teste de tolerancia a insulina nos mostrou que em ambos 0s
modelos a dieta de cafeteria promoveu um maior decaimento da glicemia.
Este teste nos permite avaliar principalmente a capacidade de resposta a
insulina do musculo esquelético, representada pela captacéo e utilizagdo
de glicose durante o teste. Entretanto, estudos tém mostrado que altas
doses de insulina (~14 — 20 mU.kg.min"!) utilizadas neste teste, podem
mascarar a sensibilidade & insulina, sendo assim, eficaz para avaliar a
capacidade de resposta a insulina (responsividade & insulina)
(KOWALSKI; BRUCE, 2014). Com isso, em nosso estudo devido a dose
de insulina utilizada (0,75UI’kg m.c.) este teste nos permite avaliar a
responsividade a insulina. Além disso, um outro pardmetro que também
influencia na interpretacdo destes dados, é a composicdo corporal dos
animais. Normalizar a dose de insulina pela massa magra corporal,
guando possivel, é um dos meios mais precisos para determinar a dose de
insulina a ser administrada, uma vez que em modelos experimentais de
obesidade ocorre um aumento significativo da massa gorda o que acarreta
em uma maior dose de insulina para estes animais em comparagao aos
ndo obesos (AYALA et al., 2010). Este fato indica que em nosso estudo
a dose de insulina administrada deveria ser menor ou normalizada pela
massa magra dos animais para podermos avaliar com mais precisdo a
resposta destes tecidos a agdo da insulina. Esta colocagdo se baseia no fato
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de que nossos dados mostram que os animais alimentados com dieta de
cafeteria apresentaram um aumento significativo da massa adiposa e uma
reducdo significativa da massa visceral (reducdo da massa do figado,
intestino e estdmago, dados nao apresentados). No entanto, é importante
destacar que o0 acesso a métodos para avaliagdo da massa magra de
roedores in vivo é relativamente restrito devido ao alto custo destes
equipamentos. Em particular ao nosso grupo, ndo possuimos acesso a
equipamentos capazes desta avalicdo localmente ou com colaboradores.
Desta forma, se a sensibilidade & insulina estd ou ndo alterada nos
modelos utilizados ainda é uma questdo a ser respondida por estudos
adicionais.

Apesar de ndo termos o dado de sensibilidade, outro estudo em
curso em nosso laboratério que utiliza 0 mesmo modelo experimental
avaliou as concentracbes plasméaticas de insulina (dados ndo
apresentados) realizadas durante o ITT. Neste experimento foi
demonstrado que existe um acimulo maior de insulina no sangue dos
animais DC (modelo 1), mesmo apds 30 min da injecdo contendo
insulina. Isto sugere que mesmo sem alteragdo nas concentragdes de
insulina plasmatica de jejum apés 120 dias de intervencdo, a degradacéo
da insulina nos animais dos grupos que receberam dieta de cafeteria esta
deficiente frente ao desafio. Este dado sugere que o decaimento mais
acentuado da glicemia nos ITTs do presente estudo podem ser reflexo de
menor clearance da insulina injetada. Isto leva, potencialmente, a
presencga de maiores concentragdes médias do hormdnio durante o teste e
maior redugdo da glicemia. A depuracdo de insulina tem um papel
importante no controle glicémico. Nos hepatécitos, a degradacdo da
insulina é mediada pela enzima de degradacdo da insulina (IDE) que
desempenha um papel contraditério na homeostase glicémica. Um estudo
realizado com camundongos C57BL/6 alimentados com dieta rica em
gordura (58% de lipideos) durante seis meses, sugere que a atividade de
IDE foi aumentada pela dieta rica em gordura no figado desses
camundongos (WEI et al., 2014). J& no estudo de Brandimarti et al.
(2013), realizado com camundongas Swiss alimentadas por 8 semanas
com dieta de cafeteria (43,1% de carboidratos; 12,1% de proteinas, e
46,9% de lipideos) mostrou uma reducdo na depuragdo da insulina e nas
concentracdes de IDE no figado e no musculo esquelético. Estes estudos
sugerem um efeito oposto na atividade da IDE, um aumento frente a dieta
rica em gordura e uma reducao frente a dieta rica em agUcares simples,
fato este, que pode estar acontecendo em nosso estudo. Esta possivel
redugdo na agdo da IDE (por reducédo de conteldo, atividade ou ambos),
fato pode ser reflexo da menor massa visceral (figado, intestino,
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estdbmago) destes animais. Como o figado é um dos principais 6rgéos
responsaveis pela degradacdo da insulina, devemos levar em
consideragdo que o mesmo esta significativamente menor nos grupos que
receberam dieta de cafeteria, em ambos os modelos. No entanto, os
estudos realizados nesta perspectiva de entender as modificagdes que
acontecem com o conteuido e atividade da IDE em modelos experimentais
de doencas metabdlicas induzidos por dietas ainda ndo sao conclusivos.
Sabe-se que quando a ingestdo de carboidratos excede 0 consumo
diério preconizado, as concentracdes de glicose no sangue permanecem
altas e a liberacdo de insulina pelo pancreas é aumentada para estimular a
absorcdo de glicose pelas células. Nesse caso, a glicose é utilizada no
processo de glicdlise, é convertida em glicogénio no figado e nos
musculos no processo de glicogénese, e a insulina age no tecido adiposo
estimulando a sintese de lipideos e inibindo a liberagao dos 4cidos graxos
ja disponiveis (CHEN, 2012). O consumo excessivo e prolongado de
carboidratos causa aumento nas concentracfes de glicose sanguinea,
como podemos observar em nosso estudo, porém o aumento proporcional
nas concentrages plasmaéticas de insulina em jejum nédo foi observado.
Além da acdo da insulina, outros fatores importantes podem contribuir
para o0 aumento da glicemia de jejum, como uma maior atividade
simpética (FIORINO et al., 2016; RAFACHO et al., 2013) e um aumento
na agdo de outros horménios, como o cortisol e glucagon, envolvidos na
regulacdo metabolismo (NIRMALAN; NIRMALAN, 2017). Desta
forma, estes outros mecanismos sao possiveis alternativas de investigacao
para justificar a ndo alteracdo da insulinemia e o aumento da glicemia de
jejum nos animais alimentados com dieta de cafeteria em nosso estudo.
Os animais que receberam dieta de cafeteria apresentaram um
aumento de adiposidade. Ainda, em ambos os modelos a dieta de cafeteria
promoveu alteracdo nos lipideos plasmaticos. As concentracdes
plasmaticas de TAG foram menores nos animais alimentados com dieta
de cafeteria, em ambos 0s modelos, no entanto, no Modelo 2 esta redugédo
foi revertida pela interacdo desta dieta com a suplementagdo com 6leo de
macadamia. Como apresentado na literatura, as concentracdes
plasméticas de TAG sdo determinadas pelos lipideos provenientes da
dieta, pelos processos de lipogénese e lipogénese “de novo“ e pela
depuracdo de TAG hepatico (JOU; CHOI; DIEHL, 2008; KERSTEN,
2001). O estudo realizado por Higa et al. (2014), comparando dietas que
induzem obesidade (HFD e CAF) mostrou que as concentracfes de
triglicerideos foram aumentadas independente da dieta que os animais
que consumiram, resultado este nio observado em nosso estudo. E
importante destacar que este estudo foi a fonte inicial de informacdes
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sobre 0 modelo de deita de cafeteria que utilizamos. Ainda contrapondo
nossos achados, o estudo de Heinonen et al. (2014) mostrou que o
consumo de dieta ocidental (WD) rica em gordura, sacarose e colesterol
por 8 semanas, ndo alterou as concentracdes de triglicerideos, mas
promoveu um aumento nas concentracdes plasmaticas de colesterol total,
assim como observado em nosso estudo. Nossos resultados mostram uma
redugdo nas concentracBes plasmaticas de TAG e um aumento no
conteldo de TAG hepatico nos grupos alimentados com dieta de
cafeteria. Este dado pode estar relacionado com o efeito protetor do figado
ao armazenar TAG para impedir o seu aumento na circulacdo (YKI-
JARVINEN, 2014). Esta reducéo nas concentragdes plasmaticas de TAG
provocada pela dieta de cafeteria em nosso estudo também esteve
presente em outros estudos, que relacionam esta reducgdo a diminuicdo da
producdo ou exportacdo de TAG hepatico (ONO-MOORE et al., 2016;
PETIT et al., 2007; WILLIAMS et al., 2014).

Além disso, nossos dados mostram que no figado houve um
aumento do percentual de AGMI oleico nos grupos que receberam dieta
de cafeteria e também naqueles que receberam 6leo de macadamia, isto é
reflexo do maior percentual deste acido graxo na composicao da dieta de
cafeteria e do dleo de macadamia. O AGMIs oleico pode estar
contribuindo para esta reducdo das concentrages plasméticas de TAG,
uma vez que o mesmo pode contribuir para o acimulo de TAG no tecido
adiposo, para os processos de lipogénese e adipogénese (YANTING et
al., 2018).

As concentragbes plasméaticas de CT apresentaram-se
aumentadas em ambos os modelos. No entanto, apenas no Modelo 1 de
dieta de cafeteria este aumento foi significativo. Estes resultados, também
foram observado em outros estudos (HIGA et al., 2014; JURADO-RUIZ
et al., 2016; LEPORE et al., 2015). Contudo, a suplementacdo com 6leo
de macadamia ndo influenciou este parametro. Apesar disto, contrapondo
nossos dados, um estudo realizado com adultos com dislipidemia foram
suplementados com 220,5 mg de &cido cis-palmitoleico (52% da
composicdo do 6leo) durante 30 dias e apresentaram uma reducdo
significativa nas concentragdes de colesterol plasmatico (BERNSTEIN et
al., 2014). Este ndo efeito da suplementagdo com dleo de macadamia em
nosso estudo quando comparado com o estudo citado acima pode ser
devido a menor ingestdo de AGMI palmitoleico, que mesmo estando
presente em torno de 22% no 6leo de macaddmia (Quadro 3) ndo
acarretou em um aumento esperado no tecido hepatico.

Como apresentado anteriormente, nosso estudo mostrou um
acumulo de lipideos hepaticos induzidos por dieta de cafeteria, tanto pelo
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aumento no conteido de TAG hepatico, quanto pela analise histolégica,
com a presenca de micro e macrogoticulas de gordura. No entanto, a
massa do figado foi reduzida nos animais alimentados com dieta de
cafeteria, mesmo apresentando um aumento no contetdo de lipideos
hepaticos. Este resultado, contrapde os achados na literatura, pois estudos
que utilizam modelos experimentais que induzem acumulo de lipideos
hepaticos, apresentam um aumento na massa do figado (LEPORE et al.,
2015; SUGATANI et al., 2008). Este acimulo de lipideos em tecidos ndo
adiposos estd intimamente relacionado com o desenvolvimento de
intolerancia a glicose e reducdo da responsividade a insulina. Isto, em
partes, deve-se a ativacéo de células inflamatorias no figado. Estas células
podem ser polarizadas para um fendtipo pro-inflamatério, contribuindo
para a resisténcia a insulina (BAFFY, 2009; LANTHIER et al., 2010).
Em nosso estudo, demonstramos que o consumo de dieta de cafeteria
promoveu, além do acimulo de lipideos hepaticos, um aumento no
percentual das células de Kupffer e um aumento nas concentracdes
plasmaticas de um marcador de injdria hepatica, a transaminase - AST,
em ambos ao modelos experimentais, corroborando com outros estudos
(KIM et al., 2014; LIANG et al., 2014; MACHADO et al., 2015;
SAMPEY et al., 2011).

Em contrapartida, um estudo realizado com ratos alimentados
com HFD, mostrou que o acimulo de TAG no figado ndo causa lestes
nos hepatocitos. Este estudo mostra que 0s AGLs ou 0s seus metabdlitos
é que sdo responsaveis pela lesdo hepatica por meio do aumento do
estresse oxidativo. Sugerem ainda, que estudos futuros devem priorizar
descobertas sobre formas de reduzir eficazmente a lipotoxicidade de
AGLs em vez de inibir a deposicdo de TAG hepético (LIU et al., 2016).
Um outro estudo realizado com camundongos C57BL/6 alimentados com
dieta rica em gordura trans e frutose por 8 ou 24 semanas avaliou se a
atividade mitocondrial do ciclo do acido tricarboxilico prejudicada € uma
caracteristica central da esteatose hepatica. Os autores mostraram que a
resisténcia a insulina hepatica durante a NASH apresenta
concomitantemente, altas taxas de sintese e armazenamento de TAG e
altas taxas da atividade mitocondrial do ciclo do &cido tricarboxilico. Os
autores ainda sugerem que este evento pode ser reflexo da combinagdo
entre uma resposta compensatoria precoce a sobrecarga de AGLs e uma
“inflexibilidade” do metabolismo mitocondrial a a¢do da insulina. Sendo
assim, os autores concluem que a indugéo constitutiva do ciclo do acido
tricarboxilico mitocondrial juntamente com a eliminagdo/armazenamento
ineficaz de AGLs no figado pode ser uma fonte crénica de espécies
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reativas de oxigénio, o que poderia acelerar a inflamagéo e a fibrose
durante a NASH (PATTERSON et al., 2016).

Apesar dos resultados desses estudos, o diagndéstico de esteatose
hepatica ainda é por meio do acimulo de TAG. Além disso, nosso estudo
mostrou que no Modelo 2, quando associada a suplementacdo com éleo
de macadamia, houve um incremento no acimulo de lipideos hepaticos e
na atividade enzimatica da AST, contrapondo o contetido de células de
Kupffer que se mostrou reduzido com a interacdo dos fatores, fato este
que também foi observado no Modelo 1, uma vez que observamos um
efeito da dieta de cafeteria em aumentar as células de Kupffer e um efeito
do 6leo de macadamia em reduzi-las.

Mesmo com um incremento no contetdo de lipideos hepaticos,
em ambos os modelos experimentais, a suplementacdo com o6leo de
macadadmia se mostrou eficaz em reduzir a presenca de células de
Kupffer. Este dado pode indicar um possivel efeito protetor do 6leo de
macadamia, e poderia estar relacionado com o perfil de &cidos graxos no
figado. No entanto, nosso estudo ndo mostrou efeitos adicionais da
suplementacdo com 6leo de macadamia sobre o perfil de &cidos graxos
nos animais alimentados com dieta de cafeteria. Além disso, quando
avaliamos os outros resultados obtidos neste estudo, a suplementagdo com
6leo de macadamia ndo se mostra eficaz, pois aumenta a atividade da
AST, prejudica ainda mais o perfil glicémico e ndo altera as
concentracdes das citocinas anti e proinflamatérias. Com isso, a reducéo
no conteldo de células de Kupffer pode estar associada a redugdo da
protecdo deste figado, ja que as mesmas sdo células de defesa, podendo
proporcionar uma maior vulnerabilidade aos hepatdcitos, frente a fatores
de injaria, como as espécies reativas de oxigénio.

Apesar de termos poucos dados na literatura referente a estes
achados com o 6leo de macadamia, estudos com os principais AGMls
presentes neste 6leo tém sido reportados. Diferente do que encontramos
em nosso estudo, o estudo de Souza et al. (2016) mostrou que a
suplementacdo com &cido palmitoleico (300 mg/dia m.c., durante 12
semanas) em camundongos C57BL/6 alimentados com HFD reduziu a
lipogénese por ativagdo de AMPK e do fator de crescimento de
fibroblastos 21 (FGF-21), dependente de PPARa, sendo estes efeitos
essenciais para reduzir a deposicdo ectopica de lipideos no figado. Ja o
estudo realizado com C57BL/6 alimentados com HFD, mostrou que a
suplementacdo com AGMI palmitoleico (600 mg/dia m.c., durante 12
semanas) promoveu aumento na esteatose hepéatica, mas reduziu
marcadores de resposta inflamatéria, como o numero de células de
Kupffer, fosforilagdo do NF«B e citocinas proinflamatdrias (TNF-a e IL-
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6) (GUO et al., 2012). Resultados estes, observados parcialmente em
nosso estudo. Além disso, no estudo de Lima et al. (2014), camundongos
C57BL/6 alimentados com HFD e suplementados com o6leo de
macadamia (2g/kg m.c., trés vezes por semana) durante 12 semanas
apresentaram uma atenuacdo da inflamacdo induzida pela HFD,
representada pelo aumento no conteldo de IL-10, por efeito da
suplementacdo com 6leo de macadamia. Entretanto, em nosso estudo néo
observamos este efeito da suplementacdo com éleo de macadamia sobre
o conteldo de citocinas hepaticas.

E importante ressaltar que os estudos citados anteriormente
utilizaram a mesma linhagem de animal, modelo experimental
semelhante, com o mesmo tempo de suplementacdo de AGMI
palmitoleico ou 6leo de macadamia. No entanto, a dose de AGMIs
utilizada por Guo et al. (2012) foi o dobro da dose utilizada no estudo de
Souza et al. (2016). A dose de AGMI palmitoleico utilizada em nosso
(223 mg/dia m.c.) ou de dleo de macadamia (1g/kg/dia m.c.) é inferior a
utilizada nos estudos anteriores, porém o tempo de suplementacdo do
nosso estudo é maior (16 semanas). Isto nos permite supor que a dose do
AGMI palmitoleico ou de éleo de macadamia utilizada nos estudos pode
ser o ponto chave para os resultados controversos presentes na literatura.
Além do uso do AGM s isolados e de 6leo de macadamia, como mostrado
nos estudos anteriores, um estudo realizado com camundongos suicos
alimentados com HFD e suplementados por 8 semanas com EVOO
(azeite de oliva extra virgem) mostrou que a suplementacdo promoveu
uma reducdo no contetdo de lipideos hepéaticos e uma melhora na
condicdo hepatica, com a reducdo de injdria tecidual, caracterizada pela
menor presenca de fibrose, diferente do que encontramos com o dleo de
macadamia (DOS SANTOS et al., 2015).

Ainda sobre o acimulo de lipideos hepaticos, o estudo de
Siddiqui et al. (2015) mostrou efeitos protetores da suplementa¢do com
6leo de macadamia sobre a esteatose hepética. Os autores utilizaram
camundongos C57BL/6 alimentados por 8 dias com dietas
normocal6ricas compostas de CHO distintos (amido, sacarose, frutose).
Estes animais foram divididos e receberam emulsfes lipidicas com
composicdes distintas (6leo de soja - 20 g/dL, 6leo de soja + azeite de
oliva -20 g/dL, 6leo de macadamia - 20 g/dL, 6leo de peixe - 10 g/dL) a
partir do terceiro dia de tratamento (3-8 dia). Os autores mostraram que
independente da composicdo de AGPIs (acido linoleico, 4cido
eicosapentaenoico, acido docosahexaenoico) ou AGMIs (&cido oleico,
acido palmitoleico), todas as emulsdes lipidicas reduziram de forma
semelhante a esteatose hepética induzida pelo consumo de sacarose ou
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frutose. Em nossos estudo ndo observamos este efeito do 6leo de
macadamia, no entanto vale ressaltar que a dose que utilizamos foi
aproximadamente 3,6 vezes menor do que a do estudo citado acima, o que
pode contribuir para esta diferenga entre nossos dados.

Além disso, um estudo realizado com ratos wistar, uma linhagem
diferente da utilizada em nosso estudo, mostrou que animais ingerindo
dieta hiperlipidica com 3% 06leo de macadamia adicionada a racdo (8
semanas) apresentaram uma melhora da estrutura hepética e de
marcadores de funcdo hepética (POUDYAL et al., 2013). Este estudo
diverge com o0s nossos dados, uma vez que, em nosso estudo a
suplementacdo com Oleo de macaddmia promoveu um aumento na
atividade da transaminase — AST devido & um potencial incremento na
morte de hepatocitos.

Com isso, podemos observar que os dados presentes na literatura
sobre o efeito da suplementacéo com dleo de macadamia sobre a esteatose
e injdria no tecido hepatico, até 0 momento sdo controversos. Estudos
futuros utilizando diferentes doses de dleo de macaddmia e a sua
associacdo com dietas de padrdes alimentares distintos (diferentes
percentuais de aclcares simples e lipideos) podem contribuir para novas
descobertas sobre o efeito deste 6leo.

Em suma, nosso estudo mostrou que independente da
composicdo, a dieta de cafeteria (Modelo 1 — 21% de acucares simples,
Modelo 2 — 41% de acUcares simples) promove alteracdes metabdlicas.
O consumo de dieta de cafeteria promoveu aumento na adiposidade
visceral, na glicemia de jejum, nas concentra¢fes plasmaticas de CT,
esteatose hepatica, aumento no percentual de células inflamatdrias
hepaticas e da injdria hepatica (aumento da atividade da AST). Ja a
suplementacdo com 6leo de macadamia (1g/kg/dia), quando associada
apenas com uma dieta de cafeteria contendo maior percentual de agUcares
simples (Modelo 2), incrementou algumas alteracdes glicémicas e
lipidicas j& proporcionadas pela dieta, como: a glicemia de jejum, a
esteatose hepatica, injdria do tecido hepéatico e em contraponto reduz o
contetido de células de Kupffer em ambos os modelos. Estes achados
alertam para a necessidade na realizacdo de mais estudos envolvendo a
suplementagdo com dleo de macadamia em diferentes contextos, evitando
assim, eventuais efeitos indesejados e até mesmo desconhecidos.
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7 CONCLUSAO

O consumo de dieta de cafeteria, com maior ou menor quantidade
de agUcar, promove alteragdes na homeostase glicémica e lipidica.

Contrapondo a nossa hipotese inicial, a suplementacdo com dleo
de macadamia (1g/kg/dia) ndo atenuou o acimulo de lipideos hepaticos
acarretado pelo consumo de dieta de cafeteria. No entanto, em ambos 0s
modelos a suplementacdo promoveu uma reducéo no contetdo de células
de Kupffer.

Interessantemente, quando associada com uma dieta de cafeteria
contendo maior percentual de aglcares simples (Modelo 2), a ingestdo de
6leo de macadamia intensificou as alteragdes glicémicas e lipidicas ja
proporcionadas pela dieta de cafeteria.

Sendo assim, estes achados alertam para o0 consumo de alimentos
com alta densidade caldrica (principalmente na forma de agucar) e com
baixo valor nutricional e fornecem informagdes sobre efeito especifico do
6leo de macadamia dependendo da sua interagdo com outros nutrientes.
Com isso, este estudo resgata a importancia de se conhecer efeitos
fisiolégicos de estratégias nutricionais em diferentes cendrios
metabdlicos visando compreensdo das possibilidades de desfechos.
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APENDICE A - Estudo Piloto

Os dados apresentados a seguir, sdo referentes ao estudo piloto
realizado para avaliar as alteragcBes no perfil glicémico e lipidico
provocadas pelo consumo de dieta de cafeteria e o efeito da
suplementacdo com 6leo de macadamia (1g/kg/dia) realizado durante 90
dias em camundongos C57/BL6. Nesta fase do estudo utilizamos a dieta
de cafeteria com 47% de carboidratos, sendo destes 21% de agucares
simples, a mesma utilizada no modelo 1.

Ao longo dos 90 dias de acompanhamento e execugéo do protocolo
experimental, observamos que a massa corporal foi semelhante entre os
grupos. No entanto, na penultima semana de intervencdo observou-se um
aumento significativo transitdrio nos animais do grupo DC quando
comparado com o grupo DOM. Ja na Gltima semana de intervencgdo esta
diferenca ndo permanece e tem-se apenas um aumento no grupo DC
guando comparado com o grupo CTL (F = 11,28; p < 0,0001). (Figura
19).

Figura 19 - Massa corporal de camundongos alimentados com dieta de
cafeteria, tratados ou ndo com 6leo de macadamia, durante 90 dias.
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Os dados estdo apresentados como média e EPM. Teste two-way ANOVA seguido de
post hoc de Bonferroni. Grupos CTL, DC e OM: n=5; grupo DOM: n=8, (*): indica
efeito da dieta de cafeteria, DC vs CTL ou DOM vs OM; (¥): indica efeito do 6leo de
macadamia, OM vs CTL ou DOM vs DC.
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Apo6s 30 e 60 dias de intervengdo os animais do grupo DC
apresentaram um aumento significativo na glicemia de jejum quando
comparado com o grupo CTL (30 dias: CTL= 139,0+£8,9; DC=
182,6+10,2*; OM= 140,4+6,0; DOM= 163,6+2,3; F = 23,47; p = 0,0001;
60 dias: CTL= 144,2+7,7; DC= 191,845,9*; OM= 161,0+2,7; DOM=
172,648,7; F = 16,34; p = 0,0008). No entanto, ao final dos 90 dias estes
animais apresentam uma reducdo da glicemia, apesar de ainda ser maior
guando comparado ao grupo CTL, a diferenca nédo foi significativa (90
dias: CTL= 137,2+7,1; DC= 156,4+3,9; OM= 146,0+2,8; DOM=
167,7+5,0%; F = 16,05; p < 0,0008). Ja o grupo DOM ao longo da
intervencdo apresentou aumentos ndo significativos e ao final dos 90 dias
apresentou um aumento significativo em relagdo ao seu controle, o grupo
OM (Figura 20 A e B).
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Figura 20 - Glicemia de jejum de camundongos alimentados com dieta
de cafeteria, tratados ou ndo com 6leo de macadamia, durante 90 dias.
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Os dados estdo apresentados como média e EPM. Teste two-way ANOVA seguido de post hoc
de Bonferroni, Grupos CTL, DC e OM: n=5; grupo DOM: n=7, (*): indica efeito da dieta de
cafeteria, DC vs CTL ou DOM vs OM; (*): indica efeito do 6leo de macadamia, OM vs CTL ou
DOM vs DC.

Apos 90 dias de intervengdo observamos que a dieta de cafeteria
promoveu uma reducdo da tolerancia a glicose. Este resultado pode ser
observado na figura 21A que apresenta os valores de glicemia durante a
realizacdo do teste de tolerancia a glicose e na figura 21B pelo calculo da
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area sob a curva (CTL: 24864+898; DC: 28017+1219; OM: 26796+1022;
DOM: 2965141170, F=7,035; p=0,0162).

Como apresentado na figura 21, ndo houve alteracdo na
sensibilidade a insulina ap6s 90 dias de intervencdo com dieta de cafeteria
e suplementacdo com o6leo de macadamia. Na Figura 21C podemos
observar a curva glicémica durante a realizagdo do teste de tolerancia a
insulina e na figura 21D, a constante de decaimento (CTL: 0,684+0,06;
DC: 0,756+0,08; OM: 0,750+0,04; DOM: 0,88+0,03).

Figura 21 - Tolerancia a glicose e sensibilidade a insulina de
camundongos alimentados com dieta de cafeteria, tratados ou ndo com
6leo de macadamia, durante 90 dias.
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Os dados estdo apresentados como média e EPM. Teste two-way ANOVA seguido de post hoc
de Bonferroni, p<0,05, Figuras A e B: Teste de tolerancia a glicose: Grupos CTL, DC e OM:
n=5 e DOM: n=7.; Figuras C e D: Teste de tolerancia a insulina: Grupos CTL, DC: n=5; OM:
n=4 e DOM: n=7. Teste de tolerancia a insulina realizado com 1U/kg m.c.

Com isso, podemos observar que o consumo de dieta de cafeteria
promove alteracdo no metabolismo glicémico, caracterizado pelo
aumento da glicemia de jejum, reducdo da toleréncia a glicose e ndo
alterou sensibilidade a insulina. Além disso, observamos que a
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suplementacdo com 6leo de macadamia ndo promove nenhum efeito
nestes parametros.

Ap6s a andlise das concentragcbes plasmaticas de TAG
observamos que ndo houve alteragdo provocada pela dieta de cafeteria ou
pela suplementacdo com 6leo de macadamia, como podemos observar na
figura 22A (CTL:80,73+10,41; DC: 66,37+£10,99; OM: 85,28+6,40;
DOM: 77,56+6,96). Ja em relacdo as concentracdes plasmaticas de CT ao
final da intervencdo (90 dias), as mesmas apresentaram-se aumentadas
pela intervencéo com dieta de cafeteria, sem efeito da suplementagdo com
6leo de macadamia (CTL: 66,58+7,09; DC: 87,44+4,20; OM:
79,92+11,50; DOM: 94,22+5,32, F=6,829; p=0,017).

O contetdo de TAG hepatico apresentou-se significativamente
aumentado nos animais que receberam apenas dieta de cafeteria (CTL:
1,8040,30; DC: 2,97+0,11*; OM: 2,04+0,22; DOM: 2,7040,16; F =
19,41; p = 0,0003) (Figura 22C). Além disso, o contetdo de CT hepatico
foi significativamente maior em ambos os grupos que receberam dieta de
cafeteria, sem efeito da suplementacdo com éleo de macadamia (CTL:
2,01+0,31; DC: 2,99+0,20; OM: 2,10£0,12; DOM: 3,37+0,14; F = 32,10;
p< 0,0001) (Figura 22D).
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Figura 22 - Concentragdes plasmaticas e contelido hepatico de TAG e CT
de camundongos alimentados com dieta de cafeteria, tratados ou ndo com
6leo de macadamia, durante 90 dias.
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Os dados estéo apresentados como média e EPM. Os dados referentes ao contetido de
TAG hepatico foi transformado em logaritmo. Teste two-way ANOVA seguido de
post hoc de Bonferroni, Grupos CTL, DC e OM: n=5 e grupo DOM: n=7, (*): indica
efeito da dieta de cafeteria, DC vs CTL ou DOM vs OM.

Estes dados nos mostram que o consumo de dieta de cafeteria
promoveu aumento nas concentracdes de CT plasmatico e acimulo de
lipideos hepaticos, sem efeito da suplementacdo com dleo de macadamia.

A tabela 8 apresenta os dados referentes as massas de depositos de
tecido adiposo e do figado avaliados no presente estudo. Ap6s o periodo
de intervencdo de 90 dias os animais dos grupos que receberam dieta de
cafeteria apresentaram um aumento significativo no indice de
adiposidade.

Além disso, apés 90 dias de intervencao observou-se uma reducédo
significativa da massa do figado em ambos os grupos que receberam dieta
de cafeteria. Nenhum destes tecidos foram alterados pela suplementagéo
com 6leo de macadamia.
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Tabela 8- indice de adiposidade (%) e massa do figado (mg/g de m.c.) de
camundongos CTL e tratados com dieta de cafeteria suplementados ou
ndo com dleo de macadamia durante 90 dias.

CTL DC oM DOM F P
indice de 1,42+0,1 2,90+0,3* 1,76+0,2 3,00£0,2* 284  <0,0001
adiposidade
Figado 48,7910 39,70+1,4* 44,75+1,1 38,66+1,8* 23,6 =0,0001
Os dados estdo apresentados como média e EPM. Teste two-way ANOVA seguido de post hoc
de Bonferroni. Grupos CTL, DC e OM: n=5 e grupo DOM: n=7, (*): indica efeito da dieta de
cafeteria, DC vs CTL ou DOM vs OM.

Apos a andlise destes dados observamos que esta intervencdo
durante 90 dias com dieta de cafeteria promoveu alteragdes transitdrias
na glicemia de jejum, discreta reducdo da tolerancia a glicose, sem
alteracdo na responsividade a insulina e nas concentrages plasméticas de
TAG. No entanto, o consumo de dieta de cafeteria promoveu aumento nas
concentraces plasmaticas de CT, no acimulo de lipideos hepaticos,
representado pelo aumento do contetdo de TAG e CT hepaticos, além de
promover o aumento da adiposidade visceral. Estes parametros ndo foram
atenuados pela suplementacdo com dleo de macadamia.

A partir da analise desses resultados, nos questionamos se de fato
a suplementacdo com 6leo de macadamia ndo promove efeitos sobre os
pardmetros avaliados ou se a amplitude de algumas alteracGes
metabdlicas causadas pela dieta de cafeteria foram tdo discretas que
impediram de se verificar um possivel efeito do dleo. Sendo assim,
tomamos a decisdo de ampliar o tempo de exposicdo a dieta, em
congruéncia com outros estudos da literatura (SAMPEY et., 2011; ZEENI
et al., 2015) que também utilizaram periodos de intervencdo mais
prolongados. Esta exposi¢do prolongada a dieta, também acarretaria em
aumento do tempo de suplementacdo (+30 dias) nos grupos
suplementados. Em adigdo, baseado na corrente preocupagdo com a
ingestdo excessiva de aglcar pela populacdo (MALIK et al., 2013; QI et
al., 2013) e em modelos animais de obesidade induzida por dieta rica em
acucar (AGUILERA et al., 2004; MAHMOUD; ELSHAZLY, 2014;
TOOP; GENTILI, 2016) decidimos executar em paralelo um modelo de
obesidade induzida por dieta de cafeteria enriquecida em aclcar
investigando também os potenciais efeitos da suplementacdo com dleo de
macadamia.
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ANEXO A

4
"E& Universidade Federal Comissao de Etica no
S de Santa Catarina Uso de Animais
UFSC
CERTIFICADO
Certificamos que a proposta intitulada "Métodos para estudo de intervencdes nutricionais em los animais de i

metabdlica”, protocolada sob o CEUA n® 5855301015, sob a responsabilidade de Everson Araidjo Nunes e equipe; Amanda
Marreiro Barbosa ; Henver Simionato Brunetta ; Thayz Rodrigues Chagas - que envolve a produgdo, manutencao e/ou utilizagdo de
animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino - esta de
acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as
normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comissdo de Etica
no Uso de Animais da Universidade Federal de Santa Catarina (CEUA/UFSC) na reunido de 02/09/2016.

We certify that the proposal "Methods for the study of nutritional interventions in animal models of metabolic inflexibility", utilizing
80 Heterogenics rats (males and females), 320 Isogenics mice (males and females), protocol number CEUA 5855301015, under the
responsibility of Everson Araujo Nunes and team; Amanda Marreiro Barbosa ; Henver Simionato Brunetta ; Thayz Rodrigues
Chagas - which involves the production, maintenance and/or use of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum
Vertebrata (except human beings), for scientific research purposes or teaching - is in accordance with Law 11.794 of October 8,
2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with the rules issued by the National Council for Control of Animal Experimentation
(CONCEA), and was approved by the Ethic Committee on Animal Use of the Federal University of Santa Catarina (CEUA/UFSC) in
the meeting of 09/02/2016.

Finalidade da Proposta: Pesquisa
Vigéncia da Proposta: de 10/2015 a 10/2019 Area: Ciéncias Fisiolégicas

Origem: Biotério Central

Espécie: Ratos heterogénicos sexo: Machos e Fémeas  idade: 2 a4 meses N: 80
Linhagem: Wistar Peso: 20024509

Origem: CCB - LANDI

Espécie: Camundongos isogénicos sexo: Machos e Fémeas idade: 22 a 140 dias N: 320
Linhagem: C57BL/6 Peso: 7a35¢g

Resumo: Nossas metodologias visam testar hipéteses relacionadas a dindmica do metabolismo sob diferentes intervencées
nutricionais e/ou estados fisi dgicos. Os procedi com 0s animais in vivo se baseiam em desafiar metabolicamente o
sistema como um todo, tendo como parametros de observagao as respostas que esse organismo tem frente a esses estimulos.
Sobrecargas orais ou intraperi is de glicose, piruvato, insulina e/ou lipideos serdo realizadas com o objetivo de testar nossas
hipéteses. Para observar a resposta de um tecido especifico, ancias poderdo ser inistradas para obter uma resposta
isolada de um 6rgdo ou a remogdo do mesmo para trabalhos posteriores com as células. E importante destacar que diversos dos
procedimentos que serdo descritos nesta subbmissao foram previamente aprovados pela CEUA-UFSC no protocololo PP00782 -
Titulo: METODOLOGIAS UTILIZADAS NO LABORATORIO DE INVESTIGACAO DE DOENGAS CRONICAS [] LIDoC / ABORDAGENS
ENDOCRINAS E METABOLICAS Na issao atual ira lizagGes ou inser¢des de procedimentos experimentais e adicao de
novos modelos animais de disturbios metabélicos.

Local do experimento: Laboratério de Investigacdo de Doengas Crénicas - Departamento de Ciéncias Fisiolégicas - CCB/UFSC

Florianépolis, 02 de setembro de 2016
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