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RESUMO

Dietas hipercaléricas e hiperlipidicas sdo utilizadas como modelos
experimentais para inducdo da obesidade. Além da obesidade, dietas com alto
teor de gordura provocam alteracbes metabdlicas associadas ao aumento da
adiposidade corporal. Assim, intervencdes ndo farmacoldgicas tém sido
utilizadas para frear o desenvolvimento de comorbidades relacionadas a
obesidade. Entre as intervengdes nutricionais estdo a mudanga na qualidade
da dieta e incorporagdo de gorduras mono e poli-insaturadas. O &cido graxo
palmitoleico, representante da familia dmega-7, tem sido investigado como
estratégia para reverter as comorbidades. Por conseguinte, buscamos avaliar
o efeito da ingestdo de 6leo rico em &cido palmitoleico para prevenir ou
atenuar as alteracbes metabdlicas induzidas por dieta hiperlipidica. Assim,
134 camundongos Swiss foram divididos em: FASE | animais que receberam
dieta padrdo ou hiperlipidica (58%) por 28 dias. Posteriormente, os animais
foram divididos novamente em FASE 11 Controle (C), Controle Oleo (CO),
(High Fat Diet) HFD, High Fat Diet + Oleo HFDO, Reversibilidade (REV) e
Reversibilidade Oleo (REVO) por mais 28 dias. A FASE Il corresponde a
fase de suplementacdo com dleo rico em &cido palmitoleico (50%) na dose
de 1g/Kg/dia). Outros protocolos de suplementagdo também foram testados:
28 dias de dieta hiperlipidica com 6leo rico em acido palmitoleico e 56 dias
dieta hiperlipidica com 6leo rico em acido palmitoleico. Foram determinados
pardmetros metabdlicos relacionados as alteragdes provocadas pela dieta
hiperlipidica. Ap6s 28 dias de dieta hiperlipidica os animais HFD
apresentaram aumento da massa corpora, menor tolerancia a glicose, menor
sensibilidade a insulina, aumento no conteddo de triacilglicerdis hepéticos e
colesterol total sérico. A retirada da dieta hiperlipidica promoveu melhoraem
todos os parametros analisados, revertendo todas as alteragdes metabélicas
do consumo de dieta com alto teor de lipideo: massa corporal, tolerancia a
glicose, sensibilidade a insulina, triacilglicerol e colesterol total séricos e
hepaticos. Porém, no grupo REVO a ingestdo de 6leo ndo surtiu efeito nos
parametros analisados. Ademais, a ingestdo de O6leo rico em A4cido
palmitoleico nos animais que receberam dieta hiperlipidica reduziu a



glicemia de jejum, melhorou a sensibilidade a insulina e reduziu a
concentragdo de colesterol total sérico, embora néo tenha reduzido a massa
corporal e adiposa. Por conseguinte, a ingestdo de 6leo junto com o inicio da
dieta hiperlipidica, por 28 dias, preveniu o desenvolvimento de intolerancia
a glicose e resisténcia a insulina e também foi capaz de prevenir o aumento
nas concentracdes séricas de colesterol e adiar o acumulo de triacilgliceréis
no figado e aumento da massa adiposa. Entretanto, com 56 dias de exposicao
a dieta hiperlipidica e 6leo rico em éacido palmitoleico, os efeitos nocivos da
dieta se sobrepuseram aos efeitos benéficos do 6leo quando comparadas as
massas corporais e adiposas dos animais. Porém, mesmo com o
desenvolvimento da obesidade, o 6leo conseguiu prevenir a intolerancia a
glicose por mecanismo independente da sensibilidade a insulina. A ingestdo
de 6leo reduziu as concentracdes séricas de colesterol total, embora ndo tenha
surtido efeito na prevencdo da esteatose hepética e aumento da massa
adiposa. Concluimos que a ingestdo de 6leo rico em &cido graxo palmitoleico
pode ser eficaz para prevenir, atenuar ou tratar as alteragdes metabdlicas
induzidas por dieta hiperlipidica. Contudo, os resultados dependem do
momento de inicio e duragdo da suplementacdo, sendo mais promissores
guando a suplementacdo com 6leo 50% palmitoleico inicia junto com a
ingestdo de dieta hiperlipidica.

Palavras-Chave: Obesidade. Acido Graxo Palmitoleico. Tolerancia a
Glicose.



ABSTRACT

Hypercaloric and high fat diets are used as experimental models for induction
of obesity. In addition to obesity, high-fat diets provoke metabolic changes
associated with increased body adiposity. Thus, non-pharmacological
interventions have been used to curb the development of obesity-related
comorbidities. Among the nutritional interventions, are the change in diet
quality and incorporation of mono and polyunsaturated fats. Palmitoleic acid,
representative of the omega-7 family, has been investigated as a strategy to
reverse comorbidities. Therefore, we sought to evaluate the effect of oil-rich
palmitoleic acid ingestion to prevent or attenuate the metabolic changes
induced by a high fat diet. Thus, 134 Swiss mice were divided into: PHASE
I animals that received standard or hyperlipidic diet (58%) for 28 days.
Afterwards, the animals were again divided into Phase Il Control (C), Control
Oil (CO), High Fat Diet HFD, High Fat Diet + HFDO Oil, Reversibility
(REV) and Reversibility Oil (REVO) for another 28 days. Phase Il
corresponds to the phase of supplementation with oil rich in palmitoleic acid
(50%) at a dose of 1g / kg / day). Other supplementation protocols were also
tested: 28 days of high fat diet with oil rich in palmitoleic acid and 56 days
high fat diet with oil rich in palmitoleic acid. Metabolic parameters related to
changes caused by the high fat diet were determined. After 28 days of high
fat diet, HFD animals presented increased body mass, lower glucose
tolerance, lower insulin sensitivity, increased hepatic triacylglycerol content,
and total serum cholesterol. The withdrawal of the high fat diet promoted
improvement in all analyzed parameters, reverting all the metabolic
alterations of diet consumption with high lipid content: body mass, glucose
tolerance, insulin sensitivity, triacylglycerol and total serum and hepatic
cholesterol. However, in the REVO group the oil intake had no effect on the
analyzed parameters. In addition, the ingestion of palmitoleic acid-rich oil in
animals receiving a high-fat diet reduced fasting glucose, improved insulin
sensitivity, and reduced serum total cholesterol concentration, although it did
not reduce body mass and fat. Therefore, the ingestion of oil together with
the onset of the hyperlipidic diet for 28 days prevented the development of
glucose intolerance and insulin resistance and was also able to prevent the
increase in serum cholesterol concentrations and postpone the accumulation
of triacylglycerols in the liver and increased fat mass. However, with 56 days
of exposure to the high fat diet and palmitoleic rich oil, the harmful effects of
the diet overlapped with the beneficial effects of the oil when compared to
the body and fat masses of the animals. However, even with the development
of obesity, the oil was able to prevent glucose intolerance by an independent
mechanism of insulin sensitivity. The ingestion of oil reduced the serum
concentrations of total cholesterol, although it did not have an effect in the
prevention of hepatic steatosis and increase of fat mass. We conclude that



ingestion of oil rich in palmitoleic fatty acid may be beneficial in preventing,
attenuating or treating the metabolic changes induced by a high fat diet.
However, the results depend on the starting time and duration of
supplementation, and are more promising when 50% palmitoleic oil
supplementation begins with the high fat diet.

Keywords: Obesity. Palmitoleic Fatty Acid. Glucose Tolerance.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Efeitos imuno-metabolicos do &cido palmitoleico em
diferentes teCidos. ......coovvereieei e 38
Figura 2 - Desenho experimental dos lotes 1€ 2......ccccocvveivncinnnennn 45
Figura 3 - Representagdo das linhas de tempo e procedimentos aos
quais os animais foram submetidos nos dois primeiros
lotes de animais. ........ccccoveiierie e 46
Figura 4 - Desenho experimental LOte 3. ......ccccoocevviiiieieneinicneneen 47
Figura5- Linha do tempo dos animais apds modificacdo do
protocolo experimental. .........ccccovvvevinineinie s 48
Figura 6 - Massa COrporal........cccooeiiiiineniniie e 56
Figura 7 - Ingestdo de quilocalorias provenientes de proteinas........... 57
Figura 8 - Valores de glicemia durante o teste intraperitoneal de
tolerdncia @ glCOSE. .....cccvvveiveeeiere e 58
Figura 9 - Massa de tecido adiposo epididimal..........c.ccocoocernieinnnnnn. 60
Figura 10 - Concentragdo de triacilglicerdis S€ricos. ...........c.ccoevrurnenn. 62
Figura 11 - Massa corporal Fase ........cc.cocoovoiiiininininneneic e 64
Figura 12 - Ingestdo em gramas durante Fase Il. ........cc.ccoceveivrnnnnnnn. 64
Figura 13 - Ingestdo em Kcal durante Fase Il..........cccccoeevvivivecnnnnnn, 66
Figura 14 - Ingestdo em Kcal provenientes de proteinas durante
FASE 1. e 69
Figura 15 - Ingestdo em Kcal provenientes de carboidratos durante
FASE I oo 71
Figura 16 - Ingestdo em Kcal provenientes de lipideos durante
FASE 1. e 73
Figura1l7 - Valores de glicemia durante o teste intraperitoneal de
tolerancia d gliCOSE. ........covevieiiciee s 75
Figura 18 - Valores de glicemia durante o teste intraperitoneal de
tolerdncia & iNSULING. .......ccoovrerieiie e 77
Figura19- Massa de tecido adiposo epididimal. ..........c.cccoevrneinns 79

Figura 20 - Concentragdo de triacilglicerois Sericos. .........c.cccvrvenennes 81



Figura2l- INgestao em gramas. ......ccoceeereeererienieiesesie e seeesee e sieneas 83
Figura 22 - Valores de glicemia durante o teste intraperitoneal de

tolerncia d gliCoSe........ccovireieire e 83
Figura23- Massa de tecido adiposo epididimal...........cc.ccoceoniirirnnne 85
Figura 24 - Concentragdo de triacilglicerois Sricos. .........cccoevvvrvenne 86
Figura 25 - INQeStao €M gramas. .......ccccererereereereneseesee e e seeseeseens 87
Figura 26 - Valores de glicemia durante o teste intraperitoneal de

tolerncia & gliCoSe. .......ccovierieiiiiee e 89
Figura27 - Massa de tecido adipoSO0. ........ccovereerieiininenerieese e 91

Figura 28 - Concentragdo de triacilglicerdis Sricos. ..........c.cocevvrueeenn. 92



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Modelos experimentais de obesidade induzida por dieta

Tabela 2 - Efeitos metabdlicos do acido palmitoleico isolado ou
6leo rico em palmitoleico em estudos com culturas de

células ou animais. ........ccceevvereriereeiese e 37
Tabela 3 - Composicdo de macronutrientes e quilocalorias das
QIBLAS. ..o 43
Tabela 4 - Composi¢do da dieta hiperlipidica segundo fornecedor
PragSolUGBES®.......ccceveiiiiirieierieie e 44
Tabela 5 - Composi¢do dos principais acidos graxos presentes no
6leo rico em palmitoleico ALASKOMEGAG®............ 49
Tabela 6 - Massa absoluta dos érgdos (g) ap6s 28 dias de dieta
hiperlipidica. ......cccoevvveiiicc e 59
Tabela 7 - Massa absoluta dos drgdos ap6s segunda Fase de
INTErVENGAO (Qramas)....c.erveeererreriereeeriesiesieresreseeseenens 78

Tabela 8 - Resumo dos resultados...........oovevveeeieieeeeieieeesseeeeeens 92






AG
AGMI
AGPI
AGS
AKT
AMPK
DHGNA
DM2
ERO
FAS
FOXO
GC
GLUT
GSK3
HDL
HFCS
IDL
IGF-R
IKK
IL1p
IL6

IP
IpITT
IpPTT
IRS
INK
LDL
LDN
MCP1
MODY
NF«xB
OMS
PI3K
PIP3
PKC

LISTA DE SIGLAS

Acido graxo

Acido grado monoinsaturado

Acido graxo poli-insaturado

Acido graxo saturado

Proteina cinase B

Proteina cinase dependente de AMP
Doenga hepéatica gordurosa néo alcodlica
Diabetes Mellitus tipo 2

Espécies reativas de oxigénio

Sintase dos &cidos graxos

Proteina Forkhead box

Glicocorticoide

Transportador de glicose

Cinase da glicogénio sintase 3

High density lipoprotein

Xarope de milho rico em frutose
Intermediate density lipoprotein

Receptor do fator de crescimento semelhante a insulina
Cinase do IkB

Interleucina 1 beta

Interleucina 6

Intraperitoneal

Teste de tolerancia a insulina intraperitoneal
Teste de tolerancia ao piruvato intraperitoneal
Substrato do receptor de insulina

Cinase c-JUN N-terminal

Low density lipoprotein

Lipogénese de novo

Proteina quimiotatica de mondcitos 1
Diabetes do jovem no inicio da maturidade
Fator nuclear kappa B

Organizacdo Mundial da Salde
Fosfatidilinositol 3 cinase
Fosfatidilinositol 3,4,5 trifosfato

Proteina cinase C



PPARS
RI
RMQ
S6K

SI
SREBP1
TG
TLR4
TNFo
VLDL

Receptores ativados por proliferadores de peroxissomos
Resisténcia a insulina

Remanescentes de quilomicrons

Proteina S6 cinase

Sensibilidade a insulina

Proteina ligada ao elemento regulador de esteroides 1
Triacilglicerol/ Triglicerideo

Receptor tipo ‘toll like’ 4

Fator de necrose tumoral alfa

Very low density lipoprotein



131
1.3.2
1.3.3
1.4

1.5

3.1
32

4.1
4.2
43
4.4
4.5
451

4.6
4.7
4.7.1
4.7.2
4.7.3
4.7.4
4.8

5.1

511

SUMARIO

INTRODUGCAO ..ot 21
OBESIDADE ...ttt 21
PADRAO ALIMENTAR .......coiiiiieeieeteeteeeeeeee e en s 23
FATORES RELACIONADOS A EXPANSAO DO
TECIDO ADIPOSO .....ooiiiiiiii it 24
Sensibilidade a INSUIING .......c..cccovveiiiiviece s 26
DisSliPIdEMIAS ......oiviieieiieiee s 28
Doenca Hepatica Gordurosa N&o Alcodlica..........ccccvevvuenene. 31
MODELOS EXPERIMENTAIS PARA INDUCAO
OBESIDADE ..ottt 33
INTERVENCOES NAO FARMACOLOGICAS..........c.coooenne. 35
JUSTIFICATIVA E HIPOTESE .......oooovooeeeeeeeeeeeeeeeeees 39
OBJETIVOS ...t 41
OBJETIVO GERAL.......ooiiiiei et 41
OBJETIVOS ESPECIFICOS ......cooivieiieiiieeieseeesesesone 41
MATERIAIS E METODOS .......oovvevieeiseeeeeeeeeeeeeeresereeenns 43
ANIMALS ... 43
O MODELO EXPERIMENTAL.......cccceeiiiiitee e 43
SUPLEMENTAGCAO. ......c.coiieeiieeeeeeeeeeseeesesevese e, 49
CONSUMO DE RACAO E MASSA CORPORAL................... 49
PARAMETROS METABOLICOS IN VIVO.........cccovvvvrvrrernn. 50
Avaliacdo da tolerancia a glicose intraperitoneal (ipGTT

LT o1 I 1 TS 50
EUTANASIA ....ooooviivieieiiees e 50
ANALISE DOS TECIDOS E BIOQUIMICAS .........cccoevvrennn. 51
Pesagem de Grgaos e teCidosS.........covvvrrievericviciese s 51
Analise bioquimica plasmatica...........cccceceveivniniiiisiesienenas 51
Conteudo de triacilglicerol e colesterol total hepatico........... 51
Conteudo hepatico de glicOgeNI0 ..........ccoverrieiieeiieccens 52
ANALISE DOS DADOS ......ccoooeiriiivieniesiesesie s 52
RESULTADOS . ... e 55
CARACTERIZACAO DO MODELO EXPERIMENTAL:

FASE L. .o 55
Massa Corporal e Consumo Alimentar ............cccccvevvveviennnn, 55



512
513
514
52

521
522
523
524
5.3

5.4

54.1
54.2
543
544
5.5

551
5.5.2
5.5.3
554

6.1
6.2

Tolerancia a glicose e sensibilidade a insulina...................... 58
Massa Orgaos € teCIOS .......cvevrereieise e 59
Perfil lipidico sérico e hepatiCo.........ccccvvvvevniereicicn e 61
RESULTADOS DA INTERVENCAO COM OLEO RICO

EM PALMITOLEICO: FASE IL.....ooiiiiiiiiiiieeeeeee e 63
Massa Corporal e Consumo Alimentar..........cc.cccocvvevvvvennninns 63
Tolerancia a glicose e sensibilidade a insulina...................... 74
Massa Orgaos € teCIOS .......cvevirerieieire s 77
Perfil lipidico Sério € hepatiCo ........c.ccceveveivrereccec e 79
RESULTADOS DA SUPLEMENTACAO

CONCOMITANTE A INDUCAO DA OBESIDADE POR

28 ESODIAS ..o 81
VINTE E OITO DIAS DE DIETA HIPERLIPIDICA E

SUPLMENTACAO........c.coiiieetieeieeeee s 82
Massa corporal e consumo alimentar...........ccccoccevevvivvivenennnns 82
Toleréncia a glicose e sensibilidade a insulina....................... 82
MaSSa AAIPOSA. .....vevereeririerieieese e 84
Perfil lipidico Sério € hepatiCo ........cccccvvevecvvcere e 85
CINQUENTA E SEIS (56) DIAS DE DIETA

HIPERLIPIDICA E SUPLMENTACAO ......cccoovvreriereeeerrin, 87
Massa corporal e consumo alimentar...........c.cccccoeeeveieenennn, 87
Toleréncia a glicose e sensibilidade a insulina....................... 88
MaSSa AAIPOSA. ......evereeririirieieese e 90
Perfil lipidico Sério € hepatiCo ..........ccocvveveiieniieec e 90
DISCUSSAOQ ...t 93
FASE I: INDUCAO DA OBESIDADE .......cccoeovvvierereriernnn, 93

FASE 1II: REVERSIBILIDADE DO QUADRO DE
OBESIDADE E INTERVENCAO COM
SUPLEMENTACAO DE OLEO RICO EM ACIDO

LN B 1 4 X0) 5123 (610 TSSO 94
6.3 SUPLEMENTACAO CONCOMITANTE A INDUCAO

DA OBESIDADE POR 28 E 56 DIAS w..oovoveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeens 98
7 CONCLUSOES ..ottt eeee et e e ee e e e ee e 103
REFERENCIAS .....oooeoeeeeeeeeee e ee e e et en e eneneneneees 105
ANEXOS ...ttt ettt ettt enann 119

ANEXO A - Certificado Comisséo de ética no uso de animais..... 121



1 INTRODUCAO

1.1 OBESIDADE

A obesidade inicialmente, em 1948, foi especificada pela
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) como uma doenca, junto com
outras patologias elencadas na Classificacdo Internacional de Doencas
(ICD). Por conseguinte, a OMS definiu obesidade como acimulo anormal
ou excessivo de gordura, podendo apresentar risco a saude. Assim, um
dos métodos utilizados para a classificacdo de excesso de massa corporal
é o indice de Massa Corporal (IMC), que considera a massa corporal
dividida pela altura ao quadrado. Ademais, classifica-se o individuo com
sobrepeso quando o indice atinge 25 — 29,9 Kg/m2 e obeso quando o
indice for igual ou superior a 30 Kg/mz2.

No entanto, o reconhecimento da obesidade como uma doenca ndo
é consenso, pois ainda ndo existe um acordo geral sobre o que constitui
uma doenga (SHARMA, 2017). Assim, em 2008, The Obesity Society
iniciou uma discussao focada nas definicdes de doencas e como elas se
aplicam & obesidade. O critério utilizado baseou-se ndo apenas se 0
individuo possui excesso de massa adiposa, mesmo que essa gordura seja
"anormal”. Prevaleceria entdo, o conceito de que esta quantidade anormal
ou excessiva de adiposidade realmente prejudique a salide dessa pessoa.

Por conseguinte, a Associacdo Americana de Endocrinologistas
Clinicos e o Colégio Americano de Endocrinologia, sugeriram um novo
termo para identificar a obesidade, denominado “Adiposity Based on
Chronic Disease - ABCD”; Doenga Cronica Baseada em Adiposidade. O
termo propde a obesidade como uma doenca quando afeta um individuo
devido as consequéncias mecanicas ou metabdlicas do excesso de peso
(MECHANICK; HURLEY; GARVEY, 2016). Ademais, foram
referenciadas, consequéncias como depressdo, ansiedade e quando o
individuo ndo é capaz de se realizar atividades sociais devido ao excesso
de gordura corporal.

A adiposidade excessiva também foi considerada como problema
de salde publica. Dados epidemioldgicos apresentam a obesidade como
uma pandemia, que vem crescendo a cada ano. Segundo a OMS, em 2016,
mais de 1,9 bilh&o da populacdo adulta no planeta tinha excesso de peso,
destes, mais de 650 milhdes eram obesos. Ou seja, 39% dos adultos,
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apresentaram excesso de peso e, cerca de 13% da populacdo adulta
mundial (11% dos homens e 15% das mulheres) eram obesas em 2016.
Dados estes que confirmam o aumento da prevaléncia mundial de
obesidade, que quase triplicou entre 1975 e 2016.

No Brasil, dados da vigilancia de fatores de risco e protecdo para
doencas cronicas por inquérito telefénico (VIGITEL), revelaram que o
excesso de peso foi de 53,8%, sendo maior entre homens (57,7%) do que
entre mulheres (50,5%). Enquanto que a frequéncia de adultos obesos foi
de 18,9%, ligeiramente maior em mulheres (19,6%) do que em homens
(18,1%). Em ambos os sexos, a frequéncia da obesidade aumenta duas
vezes da faixa de 18 a 24 anos para a faixa de 25 a 34 anos de idade
(VIGITEL, 2016).

Por conseguinte, existem diversos fatores que ajudam explicar a
etiologia da obesidade, a qual é considerada de natureza multifatorial. O
peso corporal é determinado pela interacdo de diversos fatores, entre
estes, genéticos, ambientais e psicossociais. Eventos esses, que atuam
através de sinais fisiologicos, interferem desde a ingestdo de alimentos
até o gasto energético e, posteriormente, afetam a deposicdo de gordura
(TCHERNOF; DESPRES, 2013). Entre os fatores que podem contribuir
para o desenvolvimento da obesidade estdo o avanco da idade, o género,
etnia, carga genética, influéncias pré-natais, microbiota, disrruptores
enddcrinos e ambiente termoneutro (TCHERNOF; DESPRES, 2013).

Entretanto, mesmo pré-disposi¢do genética favoravel ao acimulo
de massa adiposa, os individuos expostos a um ambiente obesogénico sao
0s que tem maiores condi¢des para 0 desenvolvimento da obesidade. O
desbalanco energético, quando a quantidade de quilocalorias ingeridas é
superior a quantidade de energia gasta, é facilitado pelas condicoes
urbanas da atualidade (KOPELMAN, 2000).

A inatividade fisica é influenciada pelo desenvolvimento
tecnoldgico. As formas de trabalho urbanas, que utilizam maquinas,
promovem diminuicdo do esforgo. Ademais, a mudanga nos meios de
transporte favorece o sedentarismo, pois, ndo requisita grande gasto
energético para deslocamento de grandes distancias. Assim, a exposi¢do
a oferta abundante de alimentos e comportamento sedentério,
preponderam e se sobressaem aos outros fatores, culminando em um
balanco energético positivo (KOPELMAN, 2000).
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1.2 PADRAO ALIMENTAR

A urbanizagdo decorreu junto com a transi¢do nutricional, que no
Brasil foi evidenciada a partir de 1950. A mudanca no padrdo alimentar é
atrelado ao aumento da ingestdo de alimentos industrializados, com alta
densidade energética (SCHIMIDT et al., 2011).

Os alimentos sdo ricos em gordura, especialmente saturada, com
adicdo de carboidratos refinados, como aglcar de mesa e frutose. Assim,
concomitante ao predominio da alimentacéo industrial, houve também a
redugdo no consumo de frutas, verduras e feijdo. Estes alimentos in
natura, de baixa densidade caldrica, fonte de fibras e micronutrientes,
cujo consumo é fator protecdo para desenvolvimento da obesidade
(GUILHERME et al., 2008).

Alteracfes na estrutura da dieta e na composicdo corporal dos
individuos, resulta em importantes modificacdes no perfil de salde da
populacdo (MAZIDI et al., 2018). A mudanca na ingestdo alimentar no
mundo ocorre principalmente no que diz respeito a gordura, carboidratos
refinados e alimentos de origem animal. Estes aditivos predominam na
indUstria, sendo incorporados na maioria dos alimentos processados
(MONTEIRO et al., 2010).

O comportamento alimentar brasileiro acompanha o cenario
mundial. Estudos da Gltima década revelam o padrdo alimentar baseado
em alimentos com alto valor energético, baixo teor de nutrientes e altos
teores de sddio e de gorduras saturadas, gorduras trans e carboidratos
refinados, ademais, houve a redugdo do consumo de fibras como,
leguminosas, raizes, tubérculos, frutas e hortalicas (LEVY-COSTA et al.,
2005; 2012).

A Pesquisa de Orcamentos Familiares (POF) acompanhou o
comportamento alimentar dos Brasileiros. Em 2008-2009 revelou
consumo aumentado de gordura saturada, agucares e alimentos
processados e diminui¢do na disponibilidade e consumo de alimentos
minimamente processados em relacdo a POF anterior (2002- 2003). Para
este padrdo alimentar houve a contribuicdo, principalmente, das carnes,
6leos, gorduras, refrigerantes, doces, pdo francés, bebidas alcodlicas e
refeicdes prontas (ENES; SILVA, 2009).

Dados atuais corroboram a trajetdria alimentar baseada no
aumento do consumo alimentos ricos em gordura, especialmente saturada
e ricos em quilocalorias ao longo da histéria. A pesquisa de 2016 revelou
piora no consumo alimentar em todos os quesitos alimentares analisados
(VIGITEL, 2016). Pois, houve diminui¢cdo na frequéncia de consumo
recomendado de frutas e hortalicas (24,4%), aumento no consumo de
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carnes com excesso de gordura (32,0%), sendo esta condicdo cerca de
duas vezes mais frequente em homens (43,1%) do que em mulheres
(22,5%). Ademais, a ingestdo de leite integral foi de 54,8% e a frequéncia
do consumo de alimentos doces em cinco ou mais dias da semana foi de
18,0% (VIGITEL, 2016).

Este padrdo de consumo esta intimamente relacionado com o
desenvolvimento da obesidade, sendo apontado pela organizagdo mundial
de satide como um fator determinante para o acimulo de gordura corporal
(OMS, 2018). Assim, a comunidade cientifica vem estudando os
mecanismos pelos quais este padréo alimentar contribui para aumento da
adiposidade e, principalmente, adiposidade visceral.

1.3 FATORES RELACIONADOS A EXPANSAO DO TECIDO
ADIPOSO

O excesso de nutrientes ingeridos promove a expansao do tecido
adiposo, que ocorre de forma diferente nas fases do desenvolvimento
humano. (SPALDING et al., 2008). Apds o nascimento até o periodo pré-
pubere, a expansdo ocorre pelo aumento do numero de adipécitos
(hiperplasia) e na idade adulta ha um predominio da expanséo do tamanho
dos adipdcitos (hipertrofia) (ARNER et al., 2010).

Assim, quando ha ingestdo de nutrientes, por acdo da insulina,
hormdnio que possui efeitos anabolicos, as vias de sintese serdo
estimulas. Quando ocorre ingestdo cal6rica excessiva, a energia
excedente é armazenada, na forma de triacilglicerdis no tecido adiposo
(GUILHERME et al., 2008).

A expansdo deste tecido resulta em adaptacdes locais para
acompanhar o processo de expansdo. Quando o aumento ocorre
excessivamente, dificulta a formagdo de novos vasos, assim, a diminui¢do
da angiogénese neste local favorece a uma menor disponibilidade de
oxigénio para os adipocitos hipertrofiados, e, consequentemente, gera
hipoxia local (RODRIGUEZ et al., 2012).

Esta situacdo de menor disponibilidade de oxigénio pode
desencadear morte celular por apoptose, através da ativacdo do fator de
transcricdo que induz apoptose (Fator induzido por hipdxia alpha - HIF1-
o) (RODRIGUEZ et al., 2012).

Durante a expansdo, a matriz que envolve os adipécitos se
remodela para acomodar o crescimento. Porém, a expansdo exacerbada
do tecido adiposo promove uma remodelacdo anormal, processo que
contribui para danos na funcdo dos adipdcitos (MUTCH et al., 2009).
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Este enrijecimento e fibrose da rede de suporte dos adipdcitos
promovem respostas pro-inflamatérias com liberagdo de TNF-o, IL-18 e
IL-6 e quimiocinas, como a proteina (MCP) -1, que promovem a
mobilizacdo de macréfagos para o tecido (CINTI et al., 2005). Por
conseguinte, os macrofagos sofrem mudanca de fenétipo M2 para M1 que
também contribui para a producéo de citocinas pré- inflamatérias (CINTI
et al., 2005).

Além desta sinalizacdo, existe outro fator que contribui para
ampliar a resposta pré-inflamatdria. Os acidos graxos livres (AGL),
armazenados sob a forma de triglicerideos no tecido adiposo, séo
liberados a partir de adipdcitos hipertrofiados através da lipélise durante
0 jejum. Os AGL que ndo foram desviados para o figado e armazenados
em goticulas lipidicas ou oxidados sdo reesterificados localmente em
adipdcitos (THOMPSON et al., 2010).

No entanto, os AGL também podem interagir com receptores de
superficie celular tipo “toll-like”, especialmente TLR4, ativando assim
uma resposta inflamatéria as concentragdes locais de lipidios
extracelulares, 0 que exacerba a resposta quimiotatica de atracdo de
macréfagos (UNGER et al., 2010). Altas taxas de lipolise ou influxo de
AGL saturados também podem causar inflamagdo temporaria ao
interagirem com receptores em diversos tecidos (SHI et al., 2006).

Entretanto, pesquisa recente demonstrou que evidéncias de que o
TLR4 ndo é um receptor de &cidos graxos saturados, mas medeia a
inflamacdo induzida por lipidios ao reprogramar o metabolismo dos
macréfagos (LANCASTER et al., 2018).

Ademais, existem outros fatores que também interferem
negativamente no quadro de excesso de peso. Por exemplo a microbiota
intestinal, que pode encontrar-se alterada em individuos obesos devido a
alimentacdo caracteristica desta populacdo ser rica em alimentos ricos em
gordura saturada, agucares e pobre em fibras (SHI et al., 2006).

Assim, estes alimentos favorecem crescimento de populacgdes de
bactérias que promovem dishiose intestinal. Por conseguinte, ocorre o
aumento da permeabilidade intestinal, o qual permite que os
lipopolissacarideos (LPS) presentes nas paredes celulares das bactérias
gram-negativas tenham acesso a corrente sanguinea. Os LPS podem
interagir com receptores tipo TLR, que também contribuem para o
desenvolvimento de respostas pré-inflamatérias, potencializando os
demais efeitos negativos do aumento da massa adiposa (LEE et al., 2008).

O balango energético positivo pode gerar uma sobrecarga nas
organelas celulares. No processo de metabolizagcdo dos nutrientes, o
aumento na demanda energética pode contribuir para a producdo de
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espécies reativas de oxigénio na mitocondria, consequentemente,
disfuncdo mitocondrial (PATTERSON et al.,, 2015). Ademais, a
sobrecarga pode atingir o reticulo endoplasmatico (RE), que em estado de
estresse, responde com a perda ou diminuigdo da funcéo.

1.3.1 Sensibilidade a Insulina

A insulina estimula a absorcdo da glicose pelo musculo
esquelético, inibe a gliconeogénese e a producao hepatica de lipoproteinas
de muito baixa densidade, além de diminuir a lipélise no tecido adiposo
(PESSIN; SALTIEL, 2000).

No musculo esquelético e no tecido adiposo, a sinalizacdo da
insulina comega com sua ligagdo a um receptor especifico de membrana,
uma proteina heterotetramérica com atividade tirosina cinase intrinseca,
composta por duas subunidades alfa e duas subunidades beta, denominada
receptor de insulina (IR). A secrecdo de insulina pelas células beta
pancreaticas pode ser alterada para adequar os diferentes graus de
sensibilidade a insulina, em individuos sadios, cuja funcdo das células
beta pancreéticas estd normal (LEAN et al., 2018).

Assim, os valores glicémicos sdo mantidos na faixa de
normalidade em condigdes fisioldgicas. Entretanto, individuos que
apresentam uma menor sensibilidade a insulina necessitam uma maior
secre¢cdo do horménio nas células beta pancredticas. A secrecdo
aumentada de insulina pode ou ndo ser suficiente para normalizacdo das
concentragBes glicémicas, quando a hipersecrecdo ndo atinge valores
fisiolégicos de glicemia, o individuo é classificado como resistente a acao
da insulina (LEAN et al., 2018).

A ativagdo do IR resulta em fosforilagdo em tirosina de diversos
substratos, incluindo substratos do receptor de insulina 1 e 2 (IRS-1 e
IRS-2). A fosforilacdo das proteinas IRS cria sitios de ligacdo para outra
proteina citosélica, denominada fosfatidilinositol 3-cinase (PI3Kk),
promovendo sua ativagdo. A ativacdo da P13k aumenta a fosforilagdo em
serina da proteina cinase B (Akt) e isso permite o transporte de glicose
através da translocacdo da proteina GLUT-4 para a membrana celular,
permitindo a entrada da glicose por difusao facilitada. Os GLUT-4 s&o os
principais responsaveis pela captacdo da glicose circulante no tecido
adiposo e musculo esquelético (SALTIEL; KAHN 2001).

Outro mecanismo envolvido com a homeostase energética é a
ativacdo da AMPK (proteina cinase ativada por AMP) e é ativada pela
fosforilacdo do residuo de treonina 172. A AMPK é ativada condicGes em
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gue a demanda de energia celular estd aumentada ou quando a
disponibilidade de combustivel é menor (reducdo do ATP intracelular
e/ou aumento dos niveis de AMP (ROSSMEISL et al., 2004).

Uma vez ativada, AMPK exerce efeitos sobre o metabolismo da
glicose e lipidios em diversos drgdos. No figado, diminui a sintese de
lipidios e estimula a queima de gordura, além de reduzir a produgdo
hepatica de glicose. Na musculatura esquelética, estimula a captacdo da
glicose plasméatica aumentando a translocacdo do GLUT-4 e a
sensibilidade a insulina (SCHIMMACK et al., 2006). Ainda atua na
regulacdo da sintese de insulina e sua secrecdo pelas células beta
pancredticas, melhora também a sensibilidade & insulina nos tecidos
hepaticos e musculares (HARDIE, 2003).

Entretanto, quando citocinas pré-inflamatorias TNF-a e a IL-6 séo
produzidas no processo de expansao do tecido adiposo, podem interagir
na via de sinalizacdo da insulina. Por exemplo, podem dificultar a
transmissdo do sinal e, posteriormente, a homeostase glicémica. As
citocinas podem estimular a fosforilagdo do substrato do receptor de
insulina, IRS-1 e 2 em residuos de serina e ndo em tirosina. Assim, o
resultado é uma menor sinalizacdo da via que, consequentemente, pode
causar menor sensibilidade & insulina (HAK et al., 2001; MAEDLER et
al., 2002).

A expansao do tecido adiposo também pode contribuir para menor
sensibilidade & insulina, pois em condic6es fisiologicas desempenha um
importante papel no tamponamento do fluxo de AGL circulantes
(FRAYN, 2002). No periodo p6s- prandial, a insulina suprime a acdo da
lipase hormonio-sensivel, assim diminuindo a lipdlise, e estimula a
captagdo de &cidos graxos a partir das lipoproteinas séricas por meio da
acdo da lipase lipoproteica. Estimula ainda a captagdo de glicose e a
lipogénese nos adipdcitos.

Quando o acumulo de triacilglicerol ocorre de forma anormal
outros tecidos sdo expostos a um fluxo excessivo de lipidios e podem
acumula-los, desencadeando a formacdo de metabolitos toxicos para as
células (diacilglicerol e ceramidas).

Ademais, os metabdlicos lipidios podem alterar cascatas de
sinalizacdo e gerar uma série de processos danosos intracelularmente. Por
exemplo, tem o potencial de promover a ativagdo da proteina-cinase PKC,
a qual inibe a sinalizagdo da insulina através da fosforilacdo inibitéria em
residuos de serina do IRS1 e 2 (MAGKOS et al., 2012; HASSAN;
BOURRON; HAJDUCH, 2014).

Portanto, o processo de adaptagao do organismo frente ao acimulo
excessivo de massa adiposa pode gerar respostas fisiopatoldgicas.
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Consequéncias essas que culminam na ativacdo de vias de sinalizacdo
pré-inflamatérios que se correlacionam com prejuizo na sinalizacdo da
insulina.

1.3.2 Dislipidemias

As lipoproteinas sdo compostas por lipideos e proteinas
(Apolipoproteinas — apo), as quais auxiliam a solubilizacéo e permitem o
transporte de triacilglicerol (TG), colesterol e fosfolipidios no plasma. As
lipoproteinas podem ser divididas em quatro grandes classes: as que
possuem maior conteldo de TG e sdo menos densas, como 0S
quilomicrons e as lipoproteinas de densidade muito baixa (VLDL, sigla
do inglés very low density lipoprotein) (KIDAMBI; PATEL, 2008).

Por conseguinte, as lipoproteinas ricas em colesterol, a
lipoproteina de baixa densidade (LDL sigla do inglés low density
lipoprotein) e as de alta densidade (HDL, do inglés high density
lipoprotein). Contudo, ainda existe uma classe de Lipoproteinas de
Densidade Intermedidria (IDL, do inglés intermediary density
lipoprotein) e a Lipoproteina (a) — Lp (a), que resulta da liga¢do de uma
particula de LDL a Apo (a) (NORDESTGAARD; LANGSTED, 2016).

O transporte de lipideos no organismo ocorre pela via endégena e
exogena. A via exdgena representa o transporte de lipideos da dieta, que
apos absorgdo intestinal sdo carreados até o figado. Ademais, o transporte
das lipoproteinas sintetizadas nos hepatdcitos para os tecidos periféricos
ocorre a via enddgena (HUSSAIN, 2014).

Os acidos graxos de cadeia longa sdo reesterificados nos
enterocitos para formar TG, e, entdo, incorporados a Apolipoproteina B-
48, formando os quilomicrons, lipoproteinas ricas em TG de origem
dietética. Posteriormente, sdo exocitados atraves da membrana
basolateral, e chegam aos capilares linfaticos das vilosidades e na
circulagdo. Enquanto circulam, os quilomicrons sofrem hidrolise pela
Lipase Lipoproteica (LPL) presente no endotélio dos capilares, cujos
produtos sdo a liberacdo de acidos graxos, glicerol e de colesterol ndo
esterificado da superficie destas particulas (OLIVECRONA, 2016).

Os acidos graxos, produtos da acdo da LPL sdo capturados e
utilizados pelos tecidos periféricos ou reesterificados e armazenados sob
a forma de TG, principalmente nos adipdcitos. Assim, o teor de TG dos
quilomicrons diminui gradativamente apds sofrerem agéo da LPL, o que da
origem aos remanescentes de quilomicrons (RQM) (OLIVECRONA, 2016).

Os RQM adquirem mais apolipoproteinas, principalmente a apoE,
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que tem alta afinidade pelo receptor de LDL. Nas células hepéticas, o0s
receptores de LDL captam os RQM mediados pela proteina relacionada
com o receptor LDL (LRP). Portanto, no estado ap6s a ingestdo alimentar,
o sentido do fluxo de &cidos graxos vai dos capilares para as células
(GOLDSTEIN; BROWN, 2009).

O transporte de &cidos graxos sob a forma livre, provenientes dos
adipdcitos, € realizado no plasma principalmente pela albumina. A forma
esterificada dos acidos graxos TG, éster de colesterol e fosfolipidios,
provenientes principalmente do figado, é transportada pelas VLDL, LDL
e HDL (KIDAMBI; PATEL, 2008).

Os quilomicrons e &cidos graxos sdo capturados pelo figado e
utilizados para a formacéo de VLDL. A proteina de transferéncia de TG
microssomal (MTP, do inglés microsomal triglyceride transfer protein) é
responsavel pela transferéncia dos TG para a ApoB, permitindo a
formacdo da VLDL. Os TG das VLDL, assim como no caso dos
quilomicrons, séo entdo hidrolisados pela LPL, assim, os acidos graxos
também sdo liberados por esta lipoproteina e redistribuidos para os
tecidos, nos quais podem ser armazenados no tecido adiposo, ou
prontamente  utilizados, como nos masculos  esqueléticos
(OLIVECRONA, 2016).

As VLDL sofrem acdo da LPL que diminui o conteido de TG,
assim, transformam-se em remanescentes, que sd0 removidas da
circulacdo, pelo figado, por receptores especificos, sendo que uma parte
das VLDL da origem as IDL. A lipase hepatica, pode atuar nas VLDLs e
IDL, dando origem as LDL. Durante a hidroélise das VLDL pode haver
trocas lipidicas, pois estas lipoproteinas podem interagir com HDL e
LDL. Por acdo da Proteina de Transferéncia de Esteres de Colesterol
(CETP, do inglés cholesteryl ester transfer protein), as VLDL trocam TG
por ésteres de colesterol com as HDL e LDL (MABUCHI et al., 2009).

As LDL séo recolhidas por células hepaticas ou periféricas quando
estas lipoproteinas interagem com receptores de LDL (LDLR). Apés a
interacdo com células, o colesterol contido nas LDL, pode ser
esterificado, sofrendo ag¢do da enzima Acil-CoA:Colesteril
Aciltransferase (ACAT) (OSSOLI et al., 2016) . A expressdo dos LDLR,
especialmente os B, E, nos hepatocitos auxilia no controle dos niveis de
colesterol circulante, pois o figado é um importante 6rgdo que atua na
regulacdo da concentracdo de lipideos circulantes. O controle é depende da
ingesta de lipideos da dieta e da producéo endégena (OSSOLI et al., 2016).

A enzima Hidroximetilglutaril Coenzima A (HMG CoA) redutase,
€ uma enzima- chave para a sintese intracelular do colesterol hepatico. A
diminuicdo do contetdo celular de colesterol é estimulo para 0 aumento



30

da expressdo de LDLR nos hepatdcitos e a maior captura de LDL, IDL e
VLDL circulantes (O'DRISCOLL; GREEN; TAYLOR, 1997).

As particulas de HDL séo formadas no figado, no intestino e na
circulacdo e o colesterol livre da HDL, que foi recolhido das membranas
celulares, é esterificado por meio da acdo da Lecitina Colesterol
Aciltransferase (LCAT). O processo de esterificagdo do colesterol, que
ocorre principalmente nas HDL, é fundamental para seu transporte
(TRIGATTI et al., 2017).

A HDL faz o transporte reverso do colesterol, da periferia para o
figado, no qual ela é captada pelos receptores SR-B1 (do inglés Scavenger
receptor class B type 1). A HDL também atua na prevencdo de lesdes
vasculares, pois atua na remocdo de lipideos oxidados da LDL. A
lipoproteina inibe a fixagao de moléculas de adeséo e mondcitos ao endotélio
e estimula a liberacdo de Oxido nitrico (TRIGATTI et al., 2017).

O acimulo de quilomicrons e/ou de VLDL no compartimento
plasmatico resulta em hipertrigliceridemia e decorre da diminui¢do da
hidrolise dos TG destas lipoproteinas pela LPL ou do aumento da sintese
hepatica de VLDL. Variantes genéticas das enzimas ou Apo relacionadas
as lipoproteinas podem causar essas alteragdes metabélicas, aumento de
sintese ou reducdo da hidrdlise. Além da influéncia genética, a resisténcia
a acdo da insulina e a obesidade, especialmente a visceral tem forte
influéncia sobre as dislipidemias (WOLSKA et al., 2017).

Por conseguinte, dois fatores preponderantes influenciam a maior
concentracdo circulante de TG, a ingesta de lipideos e exportacéo
hepética. Quando o balango energético é positivo e ocorre 0 aumento da
energia ingerida, as quilocalorias excedentes serdo armazenadas na forma
de TG pelo tecido adiposo. Nestas condi¢Ges ha aumento processamento
e exportacdo hepatica destes lipideos, que contribuem para o0 aumento na
concentracdo plasmatica de TG (WOLSKA et al., 2017).

O quadro de menor sensibilidade a insulina ocasiona efeitos
lipogénicos diminuidos, assim, sob efeito catabdlico predominante, o
tecido adiposo libera acidos graxos na circulacdo, que serdo captados pelo
figado. Apds a captacdo e processamento, 0s acidos graxos esterificados
ddo origem aos TG que compdem as VLDL, fato que contribui para
aumento da concentragdo de TG circulante (RODRIGUEZ et al., 2012).

O acumulo de lipoproteinas ricas em colesterol, como a LDL no
compartimento plasmatico, resulta em hipercolesterolemia. Este acimulo
pode se dar por doencas de origem genética, em particular, por defeito no
gene do LDLR ou no gene APOB100. Mutagbes do LDLR ja foram
detectadas em portadores de Hipercolesterolemia Familiar (HF), algumas
causando reducdo de sua expressdo na membrana, outras, deformagdes
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em sua estrutura e funcdo. Mutacéo no gene que codifica a APOB pode
também causar hipercolesterolemia por conta da deficiéncia no
acoplamento da LDL ao receptor celular (ABIFADEL et al., 2003).

A ingestdo de 4cidos graxos saturados contribui para a
hipercolesterolemia, pois reduzem receptores celulares B-E, inibindo a
remocdo das particulas de LDL da circulacdo. Ademais, a gordura
saturada possui estrutura retilinea, que favorece a compactacdo e acimulo
de vérios acidos graxos saturados e colesterol nas LDLs (LEBENTHAL
et al., 2009).

A ingestdo de gordura saturada é a principal causa alimentar de
elevacdo do colesterol do plasma, pois contribui de forma significativa
para sintese endégena de colesterol. Entretanto, o colesterol alimentar tem
pouca influéncia sob os niveis plasmaticos de colesterol pois este sofre
influéncia da excre¢do nas fezes e metabolizago hepética (SPOSITO et
al., 2007).

Os acidos graxos trans sdo sintetizados durante o processo de
hidrogenacdo dos Oleos vegetais na producdo de margarinas. Como
descrito nas gorduras saturadas, as gorduras trans também apresentam
estrutura retilinea, assim, o consumo de gorduras trans, favorece a
deposicéo de colesterol nas LDL (BAIGENT et al., 2005).

Ademais, a gordura trans aumenta a atividade da proteina de
transferéncia de ésteres de colesterol, enzima responsavel pela
transferéncia de ésteres de colesterol de moléculas de HDL para LDL e
para VLDL. Portanto, o transporte reverso do colesterol € desfavorecido
e, ocorre aumento da deposi¢do de LDL rico em colesterol na circulacdo
(BAIGENT et al., 2005).

1.3.3 Doenca Hepatica Gordurosa Nao Alcodlica

A doenca hepatica gordurosa nao alcodlica (DHGNA) é uma das
principais causas da doenca hepatica crbnica em todo o mundo
(VERNON et al., 2011). A DHGNA é definida como a acumulagdo
ectopica de gordura no figado (esteatose hepética) quando ndo existem
outras causas de acumulacdo secundaria de gordura no figado
(SPENGLER; LOOMBA, 2015).

Em adultos saudaveis, pode ocorrer uma pequena deposicdo de
gordura, porém, quando incidir em pelo menos 5% de hepatécitos é
considerada patolégica. A esteatohepatite ndo alcodlica é diagnosticada
através de uma bidpsia hepatica quando ha evidéncias de atividade
inflamatdria e lesdo de hepatdcitos (SPENGLER; LOOMBA, 2015).
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A obesidade é considerada um fator determinante no
desenvolvimento de DHGN, pois a maioria dos pacientes acometidos s&o
obesos ou possuem excesso de peso (VERNON et al., 2011). Além da
obesidade ter uma forte associacdo com DGHNA, a sindrome metabdlica,
que inclui obesidade, diabetes mellitus tipo 2 ou hiperinsulinemia,
hipertenséo e dislipidemia, também se relaciona com o acimulo ectépico
de gordura no figado (MARCHESINI et al., 2003). Cerca de trés quartos
dos pacientes com resisténcia a insulina e diabetes mellitus tipo 2
apresentam a doenca hepatica gordurosa, com maior chance de
progressdo para cirrose (SHARMA; JOHN, 2017).

A doenga hepética gordurosa ndo alcodlica pode estar ligada ao
acumulo de gordura em locais como cintura e pescoco. Assim, a
obesidade visceral pode desempenhar um papel importante na DHGNA,
inclusive em individuos eutrdficos, mas com acumulo de gordura
visceral.

Acredita-se que nem toda gordura corporal excessiva é prejudicial,
mas a obesidade visceral parece ser prejudicial ao metabolismo, sendo a
principal fonte de acidos graxos e mediadores da esteatose, inflamacao e
fibrose. A expanséo do tecido adiposo no processo de aumento da massa
gorda ocorre e 0 deposito deste tecido € divido em dois depdsitos
principais: gordura visceral e subcutanea (GERHARD et al., 2014).

O deposito subcutdneo é caracterizado pelo armazenamento de
lipidios, secre¢do de adipocinas, como a leptina e adiponectina. Os efeitos
metabdlicos desse perfil de armazenamento sdo predominantemente
positivos, dentre eles a oxidacdo lipidica, aumento da acdo da insulina e
funcBes anti-inflamatérias. Entretanto, o armazenamento excessivo de
gordura visceral estd associado a sindrome metabdlica, resisténcia a
insulina e complicacdes cardiometabdlicas (MATHIEU et al., 2010).

Por conseguinte, o balanco energético positivo tem papel
fundamental no desenvolvimento da DHGNA, pois contribui duplamente,
inicialmente para acimulo de gordura corporal e, também favorece a
resisténcia a acdo da insulina. Quando o excesso de quilocalorias é
derivado do consumo de agUcares simples e gorduras saturadas, o
consumo favorece a formacédo e acimulo de TG hepético, via lipogénese
de novo (TRAYHURN, 2013).

Quando ha excedente nutrientes sendo consumidos, esta energia
excedente é armazenada, sob influéncia do horménio insulina, na forma
de TG nos adipécitos, que hipertrofiam. Contudo, quando a expansdo do
tecido é exacerbada, esta sobrecarga na capacidade do tecido de
armazenar os lipideos circulantes promove realojamento destes lipideos.
Assim, inicia-se o processo de formacédo e acimulo de gordura ectépica,
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no qual os lipideos passdo a ser depositados em érgdos, fora do tecido
adiposo. O figado é um alvo importante nesta condicéo, pois controla a
concentracdo de lipideos circulantes, portanto, é alvo principal do
armazenamento destes lipideos (OGAWA et al., 2015).

Ademais, o tecido adiposo com menor responsividade aos efeitos
lipogénicos da insulina, mobiliza as reservas de TG quebrando-os e
liberando acidos graxos na circulagdo. Estes acidos graxos também irdo
contribuir para o acumulo ectdpico de gordura no figado, que por sua vez
também influencia o desenvolvimento da resisténcia a insulina (OGAWA
et al., 2015).

No periodo pos-prandial ha o estimulo para a secre¢do de insulina
pelas células B-pancreaticas, que secretam inicialmente grande
guantidade de insulina. O figado é o primeiro 6rgdo a entrar em contato
com a quantidade elevada de insulina, que, em condi¢fes normais,
favorece a glicogénese, lipogénese e inibe a gliconeogénese hepaticas.
Assim, o figado deve entrar em contato com a concentracdo elevada de
insulina secretada pelas células beta pancreaticas para que estes processos
metabdlicos sejam favorecidos. Por conseguinte, o figado depura boa
parte da insulina, que apds segue na circulacdo para efeitos periféricos
(TILG et al., 2010).

Entretanto, quando ha gordura ectdpica hepatica, as mesmas
consequéncias disfuncionais do tecido adiposo ocorrem no figado. Entre
as consequéncias estdo lipotoxicidade, liberacdo de citocinas pro-
inflamatdrias como TNF-a ¢ IL-6, atracdo de macréfagos e disfungéo
mitocondrial, com a formacéo de peroxidos lipidicos.

Apds acumulo ectdpico de lipideos, a resisténcia a insulina
hepatica envolve aumentos de intermediarios lipidicos (DAG e
ceramidas) que ativam a cinase PKC e, portanto, comprometem, entre
outras funcdes, a fosforilagdo de FoxO1, fator de transcrigdo que regula a
expressdo de enzimas gliconeogénicas (SAJAN et al., 2015). Assim, a
ativacdo de vias pro-inflamatorias também afeta a sensibilidade hepatica
a insulina, o que resulta em estimulos para ativacdo da gliconeogénese,
glicogendlise e B-oxidagdo (TILG et al., 2010).

1.4 MODELOS EXPERIMENTAIS PARA INDUCAO OBESIDADE

A obesidade é condi¢do desencadeada por inimeros fatores com
taxa alarmante de prevaléncia nos dias de hoje. Assim, o estabelecimento
de modelos animais experimentais apropriados, que mimetizem esta
condi¢do em humanos, é crucial para resolver as dificuldades na avaliagéo
de mecanismos fisiopatolégicos envolvidos (WONG et al., 2016).
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Entre os modelos experimentais para inducdo da obesidade, estdo
os dietéticos, genéticos e farmacoldgicos. Assim, ha uma diversidade de
modelos experimentais ja estabelecidos que auxiliam nas pesquisas e
investigacdes.

Os modelos que utilizam dietas para inducdo da obesidade
possuem diferentes formas de apresentacdo e composicéo destas dietas.
Entre as opgdes que aparecem com frequéncia nas pesquisas cientificas
estdo a dieta de cafeteria, dietas com alto teor de lipideos e/ou
carboidratos e adi¢do de aglcares simples. Também incluem o uso de um
Unico tipo de dieta ou uma combinacgdo de dietas, como alta frutose, alto
teor de sacarose na agua de beber (WONG et al., 2016).

Abordagens dietéticas capazes de induzir obesidade sdo utilizadas
com frequéncia em pesquisas pois além de serem efetivas no
desenvolvimento do quadro, possuem curso fisioldgico muito similar ao
encontrado em humanos. Por exemplo, além da obesidade, 0s animais
também podem desenvolver comorbidades associadas como diabetes
mellitus tipo 1, hipertensdo arterial e dislipidemias (ZIVKOVIC et al., 2007).

Assim, os estudos que utilizam dietas se tornaram uma ferramenta
importante para a investigacdo da obesidade porque a dieta afeta o
metabolismo e a regulacdo da homeostase atraves de efeitos hormonais,
metabolismo da glicose e vias metabolicas dos lipidios.

Entre os modelos experimentais mais utilizados para indugdo da
obesidade estdo as dietas hiperlipidicas (high fat diet), que variam de 20-
60% do valor calérico total representado por lipideos (BUETTNER et al.,
2007). Na Tabela 1 sdo apresentados alguns modelos experimentais para
inducgdo da obesidade.

Ghibaudi et al., (2002) objetivaram avaliar o efeito da ingestdo de
diferentes teores de gorduras (10, 32 e 45%) na adiposidade corporal e
metabolismo em ratos. Os resultados demonstraram que a ingestdo de
energia, ganho de peso, massa gorda, glicose no plasma, colesterol,
triglicerideos, acidos graxos livres, leptina e insulina aumentaram de
forma dose-dependente com 0 aumento da gordura na dieta.
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Tabela 1 - Modelos experimentais de obesidade induzida por dieta

Autores Animal Idade Duracdo do Tipo de dieta

(semanas) protocolo

(semanas)
Privitera et al., 2011 Ratos SD 3 13 Hiperlipidica 60%
Watanabe et al.,2012  Machos C57BL/6 6a7 14 Hiperlipidica60%
Calligariset al., 2013  Machos C57BL/6 5 64 Hiperlipidica60%
Kruger et al., 2013 Machos C57BL/6 10-12 10 Hiperlipidica
Borengasse et al., 2014 Ratos e Ratas SD 9 12 Hiperglicidica 72%
Hiperlipidica 40- 45%
Lalanza et al., 2014 Ratos e Ratas SD 3 8 Cafeteria
Shao et al., 2014 Machos C57BL/6 8 12 Hiperlipidica 40%
Tillman et al., 2014 Machos C57BL/6 NI 14 Hiperglicidica 45% e
Hiperlipidica 67%
Guan et al., 2015 Ratos SD NI 13 Hiperglicidica e
Hiperlipidica
Mc pherson et al., 2015 Machos C57BL/6 5 9 Hiperlipidica 21%
Robertstole et al., 2015 Machos C57BL/6 6 16-22  Hiperlipidica 60%,
Hiperglicidica 70%
Fujita & Maki et al., Machos C57BL/6 ND 4 Hiperlipidica 60%,
2015
Sarma et al., 2017 Machos Swiss 8 16 Hiperlipidica 45%,
Prieto et al., 2018 Machos Swiss 6 12 Hiperlipidica 35%

ND valores nédo informados. Adaptado de Fernandes et al., (2016 p.842).

Por conseguinte, camundongos alimentados com dieta
hiperlipidica (60%) apresentaram massa corporal significativamente
aumentada, gordura total, triglicérides plasmaticas, colesterol LDL e
esteatose hepatica (FRAULOB et al., 2010). Outro modelo animal
alimentado com dieta hiperlipidica apresentou elevacdo do colesterol
total, colesterol LDL e colesterol ndo esterificado (GRAHAM et al,,
2010). LOHR et al., (2016) em estudo pré-clinico utilizando ratos adultos
alimentados com uma dieta rica em gorduras, durante 16 semanas
identificou ndo sé obesidade, resisténcia a insulina, mas também esteatose
hepatica.

Ademais, as utilizagbes de modelos experimentais possuem a
capacidade de monitorar alterag@es histoldgicas, funcionais, bioquimicas
e morfoldgicas da obesidade, que é dificil de ser realizada em humanos
(WONG et al., 2016). Portanto modelos experimentais sdo estratégias
plausiveis para a investigagéo de condi¢des clinicas como a obesidade.

1.5 INTERVENGCOES NAO FARMACOLOGICAS

Para o tratamento da obesidade e prevencdo das morbidades
apresentadas, diferentes estratégias estdo em teste. Estre as intervengdes
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mais simples e de baixo custo utilizadas, estdo o aumento do gasto
energético com exercicios fisicos e intervengBes nutricionais. Dieta,
padrdes alimentares e outros fatores ambientais, como exposicdo a
toxinas presentes em plasticos como bisfenol A, em agrotoxicos a base de
glifosato, entre outras, estdo desempenhando um papel importante no
desenvolvimento de muitas doengas, como obesidade, diabetes tipo 2,
eventos cardiovasculares, exemplo, e consequentemente sobre o estado
de salde dos individuos (GARCIA-CANAS et al., 2012; IBANEZ et al.,
2012).

A restricdo caldrica é uma intervencao que consiste na diminuicao
de quilocalorias fornecidas aos individuos e € amplamente utilizada na
pratica clinica para em reverter ou prevenir os efeitos da obesidade
(PIPER; BARTKE, 2008; ROTH; POLOTSKY, 2012).

Estudos com animais, mostraram que a restricdo calérica alimentar
(RCA) de 40% foi efetiva na reducgdo de dislipidemias. Em conjunto, a
RCA reduziu pressdo arterial e frequéncia cardiaca de repouso,
melhorando a salide cardiovascular. Por conseguinte, houve melhora nos
marcadores inflamatérios, como TNF-a, IL-6, proteina C-reativa, dano
oxidativo em proteinas e lipideos, revertendo quadros de esteatose
hepética (LEE et al., 2002; JUNG et al., 2009).

Outra intervencdo nutricional utilizada é a modificacdo da
qualidade da dieta. Exemplos sdo a inclusdo de alimento in natura, ricos
em fibras, com baixa densidade cal6rica e mudancas no perfil de &cidos
graxos ingeridos. A Associacdo Brasileira para Estudo da Obesidade e
Sindrome Metabolica recomenda a reducdo de 0,5-1Kg de massa corporal
por semana para individuos obesos. Para esta intervencdo, a redugdo de
quilocalorias ingeridas, principalmente as provenientes de gorduras
saturadas, é recomendada para individuos obesos (ABESO, 2016).

Ademais, a utilizacdo de diferentes acidos graxos tem sido
estudada para prevenir ou atenuar complica¢fes metabolicas presentes na
obesidade e morbidades relacionadas.

Estudos que utilizaram suplementacdo com acido palmitoleico
isolado em doses entre 300-600g/Kg mostram efeitos considerados
positivos sobre: perfil lipidico plasmatico, hepéatico, marcadores
inflamatdrios, parametros de esteatose e perfil glicémico (YANG et al.,
2011; GUO et al., 2014; SOUZA et al., 2014; 2016). Na Figura 1 séo
representados efeitos do acido palmitoleico nos diversos sistemas.
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Figura 1 - Efeitos imuno-metabdlicos do &cido

tecidos.

Tecido adiposo:

- diminui¢do contetdo de lipideos
-aumento da lip6lise
-aumenteo da captacdo de glicose
via GLUT 4
-aumento da oxidagédo de glicose

Macrofagos:
-diminuicdo do perfil M1
e aumento do perfilM2
- diminuicdo MCP-1,
IL-6, TNF-alfa, IL-1Beta
- diminuiu mMRNA NF-kB,
TLR4 e HIF-1alfa
-diminuiu a
translocagdo de NF-kB

Sistema
Cardiovascular:
- diminuiu triglicerideos,
colesterol totale LDL
- diminuiu inflamacao

palmitoleico em diferentes

- diminuicao contetdo de
-aumento da captacéo de

-aumento da oxidacao de

Miasculo esquelético:
lipideos
glicose via GLUT 1,4

glicose e sinsete de

glicogénio

Pancreas:
aumento da secregao
de insulina e
proliferagdo das
células Beta

Figado:
- diminuiu inflamacéo [diminuiu a
fosforilagdo NF-kB (p65)]
- diminuiu gliconeogénese
-inconsisténcia de resultaos sobre
doenca hepatica nao alcéolica

Acido palmitoleico da dieta ou sintetizado no tecido adiposo. Os efeitos benéficos do &cido
palmitoleico derivam principalmente de estudos realizados em modelos animais. DNL,
lipogénese de novo; GLUT, transportador de glicose; HIF fator induzivel por hipoxia; IL,
interleucina; LDL, lipoproteina de baixa densidade; MCP, proteina quimioatrativa de monécitos;
DHGNA, doenga hepatica gordurosa nio alcodlica; NFkB, fator nuclear kappa b; TLR, receptor
do tipo toll; TNF, fator de necrose tumoral.

Fonte: Adaptado SOUZA et al., (2018, p.5).



2 JUSTIFICATIVA E HIPOTESE

A Organizagdo Mundial de Saude aponta a obesidade como um
dos maiores problemas de saude publica no mundo. A projecéo € para que
daqui sete anos 0 mundo tenha mais de 700 milhdes de adultos obesos e
75 milhdes de criangas com sobrepeso e obesidade.

A obesidade, particularmente aquela localizada na regido
abdominal, pode elevar o risco da ocorréncia de diabetes tipo 1l em dez
vezes. A hipertensdo arterial prevalece seis vezes mais em obesos do que
em ndo obesos. Doencas crbnicas ndo transmissiveis, como doencgas
cardiovasculares, cancer, diabetes mellitus e hipertensdo arterial,
compdem um grupo de patologias que se caracterizam por apresentar
longo periodo de laténcia, tempo de evolugdo prolongado, lesdes
irreversiveis. Ademais, estas doencas podem apresentar complicagdes,
gerando incapacidade ou ainda 6bito.

Estudos que utilizem intervencBes ndo farmacol6gicas para
prevenir ou atenuar os efeitos da obesidade devem ser incentivados. Por
exemplo, a potencial utilizacdo de intervencdes com 6leos comestiveis
fonte de acido palmitoleico. Apesar de efeitos promissores sob alteraces
metabdlicas relacionadas a obesidade, ainda ndo sdo conhecidos os efeitos
bioldgicos da ingestdo 6leos com teor de &cido palmitoleico maior de 35%
em modelos de disfunc¢fes metabdlicas.

Assim, este estudo pretende unir diferentes intervencdes e avaliar
os potenciais efeitos individuais e aditivos destas em modelo de
obesidade. As intervencOes testadas envolvem a reversibilidade do
modelo de indugdo da obesidade e aingestdo de 6leo teor 50% de &cido
palmitoleico. Ademais, investigamos a ingestdo do dleo em diferentes
momentos a fim de investigar possiveis efeitos preventivos nos
parametros ligados a esteatose, dislipidemia e homeostase glicémica.

As principais hipoteses utilizadas assumem que suplementagéo
com Oleo e a retirada da dieta hiperlipidica atenue de forma independente
disfungdes causadas pelo modelo de obesidade aplicado. Adicionalmente,
espera-se que a administracdo de 6leo como preventivo possa retardar as
alteracdes metabdlicas induzidas pela dieta hiperlipidica.






3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar se a ingestdo de 6leo 50% &cido palmitoleico pode ser uma
estratégia ndo farmacoldgica para modificar alteracdes metabdlicas
induzidas por dieta hiperlipidica e na reversibilidade com dieta
normocaldrica e normolipidica.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a indugdo da obesidade e comorbidades através de
parametros metabdlicos;

e Verificar a reversibilidade do modelo de indugdo da obesidade
apos exposicdo dos camundongos a dieta normocaldrica;

e Avaliar o efeito da suplementacdo de o6leo 50% 4cido
palmitoleico sobre esteatose hepatica, dislipidemias, massa
corporal e homeostase glicémica;

e Avaliar se a administracfes de dleo 50% palmitoleico em
diferentes momentos muda o curso das alteragdes metabolicas
decorrentes da exposicao a dieta hiperlipidica.






4 MATERIAIS E METODOS

4.1 ANIMAIS

Foram utilizados camundongos machos da linhagem Swiss
provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de Santa
Catarina (UFSC), localizado no Campus Trindade, Floriandpolis, Santa
Catarina. Os animais foram mantidos em caixas de polipropileno com
dimensfes de 41x34x16cm coletivas, com 6 animais por caixa e em
ambiente com temperatura controlada (21 £+ 2°C) e ciclo de iluminagdo
claro- escuro (06:00-18:00 claro, 18:00-06:00 escuro). Os animais
receberam agua filtrada ad libitum. Todos os protocolos experimentais
foram aprovados pela Comissio de Etica no Uso de Animais da UFSC
com protocolo CEUA n° 6151080317

4.2 O MODELO EXPERIMENTAL

O modelo experimental avaliou o efeito do éleo composto por
acido palmitoleico (50%) sob diferentes intervengdes em trés diferentes
lotes. Para inducéo da obesidade o modelo experimental foi caracterizado
com dois diferentes tipos de dieta, uma, padrao (dieta controle fornecida
pelo biotério Biobase®) e, outra, hipercalérica e hiperlipidica
PragSolucdes® (high fat diet).

Tabela 3 - Composicao de macronutrientes e quilocalorias das dietas.

Dieta Dieta
Controle Hiperlipidica
Carboidratos (% das Kcal) 59 26,4
Proteinas (% das Kcal) 29 15
Lipideos (% das Kcal) 12 58,6

Kcallg 3 5,4
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Tabela 4 - Composicdo da dieta hiperlipidica segundo fornecedor
PragSolucdes®

Produto Quantidade Fornecedor Quantidade Kcal % das

(g/ml) Kcal

Amido de milho 11,550% Ingredion 300,3 462  8,5%
Caseina 20,000% PL 520,0 800 14,8%
Amido dextrinizado 13,200% Ingredion 343,2 528 9,8%
Sacarose 10,000% GA 260,0 400 7,4%
Oleo de soja 4,000% Cargil 104,0 360 6,7%
Celulose microcristalina  5,000% Synth 130,0 0 0,0%
Mix mineral AIN 93 g 3,500%  PragSolucgdes 91,0 0 0,0%
Mix vit AIN 93 1,000%  PragSolucdes 26,0 40 0,7%
L cistina 0,300% Via Pharma 7,8 12 0,2%
Bitartarato de colina 0,250%  Embrafarma 6,5 0 0,0%
BHT 0,003% Oficinallis 0,073 0 0,0%
Banha 31,200% Estrela 811,2 2808 51,9%
TOTAL 100,003% 2.600 5,410 100%

Os animais chegaram no biotério com aproximadamente 21 dias
de vida e foram alocados nas caixas, seis animais por caixa. O periodo de
ambientacéo e envelhecimento dos animais totalizou 13 semanas, idade na
qual os animais iniciaram o protocolo experimental.

Os animais foram submetidos a duas fases de protocolo
experimental, ambas com duracdo de 28 dias (FASE | — indugdo da
obesidade e FASE Il suplementacdo com 6éleo rico em palmitoleico). O
desenho experimental do estudo é apresentado na Figura 2. Em ambas as
fases os animais receberam dieta e 4gua ad libitum.

Na FASE | — induc¢do da obesidade, os animais foram divididos em
dois grandes grupos, os que receberam dieta controle (n=18) e os que
receberamdieta hiperlipidica (n=30 HFD). Na quarta e Gltima semana de
inducdo da obesidade, foram realizados testes funcionais de tolerancia a
glicose e a insulina. Ap6s os 28 dias, uma amostra de 12 animais foram
eutanasiados (seis animais de cada grupo) para verificar os efeitos de 28
dias da exposicdo a dieta hiperlipidica. A Figura 3 representa a linha do
tempo do protocolo experimental.

Posteriormente, os animais remanescentes iniciaram a FASE Il —
suplementacdo com 6leo 50% palmitoleico. Apds os 28 dias de indugédo
da obesidade, os animais foram divididos em seis grupos experimentais:
Controle; Controle + Oleo; HFD; HFD + Oleo (HFDO); Reversibilidade
(REV) e Reversibilidade + Oleo (REVO). Os animais Controle e Controle
+ Oleo; receberam dieta padrdo nos 28 dias da FASE | e continuaram
recebendo dieta controle na FASE Il. Os animais HFD e HFD + Oleo
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receberam dieta hiperlipidica nos 28 dias da FASE | e permaneceram
recebendo dieta hiperlipidica na FASE Il. Entretanto, os animais
Reversibilidade (REV) e Reversibilidade + Oleo (REVO) receberam dieta
hiperlipidica na FASE | e iniciaram dieta controle na FASE II.

O protocolo experimental foi refeito, novamente, com outro lote
de 48 animais, para verificar a reprodutibilidade dos dados, totalizando
96 animais.

Figura 2 - Desenho experimental dos lotes 1 e 2.

Fase | CONTROLE HFD
18 animais 30 animais

Indugdo da
Obesidade Dieta Padrio Dieta Hiperlipidica
(ad libitum) (ad libitum)

28 dias

CONTROLE HFDO REVO
Fase Il CONTROLE 6 animais HFD 6 animais REV 6 animais
6 animais 6 animais Dieta 6 animais Dieta
Suplementar Dieta Hiperlipidica Padrdo
Dieta Padrio Dieta (ad libitum) Dieta (ad libitum)
28 dias Padrdo (ad libitum) Hiperlipidica Padrdo
(ad libitum) +Oleo (ad libitum) +0leo (ad libitum) +0leo
Palmitoleico Palmitoleico Palmitoleico
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Figura 3 - Representacdo das linhas de tempo e procedimentos aos quais 0s
animais foram submetidos nos dois primeiros lotes de animais.

Adaptagéo FASE I : Indugdo da Obesidade FASE Il : Suplementagao
|

ipGTT ipITT ipGTT ipITT

i

o o o o)y ey 6y @ o

=
n=30 TS TS R RS A
[
|\ DA J/
Y Y
Dieta Hiperlipidica (HFD) Dieta Hiperlipidica (HFD) +
Suplementagéao
T essessas
o ’ . ” ’
R
— I\ J
Y Y
Dieta Padréo (Controle) DietaPadréo (Controle) +
Suplementagdo

O terceiro lote de animais sofreu modificacdo do protocolo
experimental para avaliar se a modificacdo do tempo e inicio da
suplementacdo trariam repercussfes metabdlicas diferentes. Assim,
foram utilizados 40 animais divididos em seis grupos experimentais
(Figura 4).

HFD (n=12)

HFD + Oleo Palmitoleico (n=12)

28 dias HFD + Oleo Palmitoleico (n=8)
56 dias HFD + Oleo Palmitoleico (n=8)

Os animais HFD (high fat diet) receberam dieta hipercalorica e
hiperlipidica PragSolucdes®. Os animais Controle + Oleo Palmitoleico e
HFD + Oleo Palmitoleico iniciaram a suplementacdo com éleo rico em
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palmitoleico ap6s 28 dias, igual ao protocolo descrito anteriormente. Os
animais 28 dias HFD + Oleo Palmitoleico iniciaram a suplementag&o com
6leo rico em palmitoleico no primeiro dia de intervencédo, junto com o
inicio da dieta HFD e a suplementacdo permaneceu por 28 dias, logo apds
os animais foram eutanasiados (Figura 5.A). O grupo 56 dias HFD + Oleo
Palmitoleico iniciou a suplementacdo com 6leo rico em palmitoleico no
primeiro dia de intervencdo, junto com o inicio da dieta HFD e a
suplementacdo permaneceu por 56 dias, logo apds os animais foram
eutanasiados (Figura 5.C).

Figura 4 - Desenho experimental Lote 3.

28 OLEO + HFD

HFD
Fase |
ase Dieta
Hiperlipidica
(ad libitum)

Indugio da Dieta
Obesidade Hiperlipidica
(ad libitum)
28 dias +0leo

Palmitoleico

8 animais 8 animais

Fase Il
Suplementar

28 dias

HFD

Dieta
Hiperlipidica
(ad libitum)

56 OLEO + HFD

Dieta
Hiperlipidica
(ad libitum)

+0leo
Palmitoleico

HFD + OLEO

Dieta
Hiperlipidica
(ad libitum)

+0leo
Palmitoleico

56 OLEO + HFD

Dieta
Hiperlipidica
(ad libitum)

+0leo
Palmitoleico
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Figura 5 - Linha do tempo dos animais apds modificacdo do protocolo
experimental.

Adaptacéo FASE | : Indugdo da Obesidade FASE Il : Suplementagdo

iPGTT ipITT

i
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-
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ipGTT ipITT ipGTT iplITT
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oS,
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N N LS
Dieta Hipenpidica (HFD) Dieta HipeIpidica (HFD) +
B Suplementagdo
ipGTT ipITT ipGTT ipITT
i Z?
13 semanas o] o) o) oyleyleymayine
9 Pt PririalelY - ey
SIS
C Dieta Hiperlipidica (HFD) + Suplementagéo

28 dias HFD + Oleo rico em palmitoleico (A). Protocolo original 28 dias HFD e 28 dias HFD +
Oleo rico em palmitoleico (B). 56 dias HFD + Oleo rico em palmitoleico (C). ipGTT: teste
intraperitoneal de tolerancia a glicose. ipITT: teste intraperitoneal de tolerancia a insulina.
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4.3 SUPLEMENTACAO

Os grupos controle para a suplementagéo receberam: dieta padréo
(grupos Controle e Reversibilidade) e 6leo mineral (50ul por animal) ou
dieta hiperlipidica e hipercaldrica (high fat diet) e éleo mineral (50ul
por animal). O Oleo mineral foi escolhido como veiculo pois ndo é
absorvido no trato gastrointestinal. A dose de 50ul foi estabelecia pela
média do peso dos animais (1g de 6leo por Kg de massa corporal). Os
outros grupos receberam éleo composto por 50% de acido palmitoleico
na forma - etil ester (1g de 6leo para cada Kg do animal) todos os dias,
entre as 8:00 e 10:00 horas. O 6leo 50% palmitoleico utilizado contém
555,8mg de acido palmitoleico. A dose estipulada para o 6leo 50% acido
palmitoleico foi baseada na média de suplementacdo em trabalhos cuja
dose se mostrou efetiva para provocar repercussdes metabdlicas em
modelos de obesidade (YANG; MIYAHARA; HATANAKA, 2011;
GUO et al., 2012).

O Oleo 50% palmitoleico utilizado é da marca ALASK
OMEGA™, (informagdes disponiveis em:
http://alaskomega.com/wpcontent/uploads/2015/08/30
0004_Palmitoleic500_07272015.pdf). A matéria prima para fabricacdo
deste dleo é o peixe Alaska Walleye Pollock (Theragra chalcogramma).
A determinacdo dos acidos graxos presentes no dleo foi realizada por
cromatografia gasosa (Tabela 5). Os dleos foram administrados via oral
com o auxilio de uma micropipeta, processo este que € menos invasivo e
agressivo gque gavagem.

Tabela 5 - Composi¢do dos principais acidos graxos presentes no 6leo rico em
palmitoleico ALASKOMEGA®

Quantidade (mg/q)
Acido Palmitoleico — Etil Ester 558
Acido Palmitico — Etil Ester 257
Acido Oleico — Etil Ester 1

4.4 CONSUMO DE RACAO E MASSA CORPORAL

O consumo de ragdo ingerida foi verificado duas vezes por semana
segundas e quintas-feiras. O peso de ragdo foi mensurado por caixa,
determinado pela pesagem da racdo remanescente descontada do total da
racdo disponibilizada no momento anterior.


http://alaskomega.com/wpcontent/uploads/2015/08/30
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Os resultados foram expressos em gramas de racdo
ingerida/animal/dia. A mensuracdo da massa corporal foi realizada
semanalmente, sempre nas segundas- feiras.

4.5 PARAMETROS METABOLICOS IN VIVO

4.5.1 Avaliacdo da tolerancia a glicose intraperitoneal (ipGTT e
ipITT)

No 24° dia de tratamento da primeira fase e segunda fase foram
realizados 0s ipGTT. Apds cinco horas de restricdo alimentar, a partir das
9:00 horas da manha, os animais foram submetidos ao teste. Inicialmente,
a extremidade da cauda foi seccionada para a coleta de gota de sangue e
afericdo da glicemia de jejum. Para a determinacdo da glicemia, foi
utilizado o sistema de fitas (monitor digital) “G-Tech Free Lite”, no qual
uma fita é acoplada ao aparelho e uma goticula de sangue é suficiente
para aferi¢do da glicemia. A glicemia foi aferida primeiramente no tempo
0 (glicemia de jejum). Logo apo6s, foi administrada uma solucédo de glicose
50% (2 g/kg de massa do animal) via intraperitoneal com auxilio de uma
seringa com capacidade de 1ml. O cronémetro foi acionado e, entdo, a
glicemia foi verificada nos tempos 15, 30, 60 e 120 minutos apds
avaliacdo da sensibilidade a insulina in vivo (ANDRIKOPOULOS et al.,
2008).

No 26° dia de tratamento da primeira fase e segunda fase foi
realizado a sensibilidade & insulina. Os animais alimentados foram
submetidos ao teste de tolerdncia a insulina. Inicialmente, foi
verificada a glicemia no tempo 0, como descrito no tépico anterior,
por método de fitas. Logo apos, foi injetado Insulina humana

recombinante (Biohulin®) equivalente a 0,75U/kg de massa do animal
via intraperitoneal e a glicemia foi verificada nos tempos 10, 15, 20, 30 e
60 minutosapds a aplicacdo (HIGA et al., 2014).

4.6 EUTANASIA

Apds jejum de 5 horas cada animal foi eutanasiado por decapitacdo
direta com guilhotina. Ap6s a retirada do sangue, foi realizado processo da
retirada dos 6rgdos dos animais. A carcaca do animal foi congelada e
mantida no freezer até o dia do recolhimento e descarte.
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4.7 ANALISE DOS TECIDOS E BIOQUIMICAS
4.7.1 Pesagem de érgéaos e tecidos

Imediatamente ap6s a morte dos animais, 0s 6rgdos e tecidos de
interesse foram coletados (figado, tecidos adiposos epididimal,
retroperitoneal e inguinal, coracdo, pulmao, estbmago, intestino, pAncreas
e baco). Apds a remocao, os 6rgdos e tecidos foram pesados em balanca
eletrénica analitica digital (TECNAL, SP, Brasil). Fragmentos de figado
foram imediatamente congelados em nitrogénio liquido para posterior
armazenagem em freezer -80°C.

4.7.2 Analise bioquimica plasmatica

O sangue foi coletado em micro tubos previamente lavados com
solucdo salina. Em seguida, os tubos foram centrifugados a 400 x g por
10 min em temperatura ambiente (KASVI - K14-1215, Curitiba, PR,
Brasil) e o soro foi retirado com auxilio de micropipetas, aliquotado e
armazenado a -80 °C. Estas amostras foram utilizadas para determinar as
concentracdes de triacilglicerol, colesterol total e insulina de acordo com

as recomendagdes do fabricante Biotécnica®. O conteddo de insulina

também foi determinado no soro, por meio do kit AlphaLISA®
(AL204C) (PerkinElmer, Waltham, MA, EUA).

4.7.3 Conteudo de triacilglicerol e colesterol total hepatico

Para determinacdo do contetdo de triacilglicerol e colesterol total
hepatico, 100+5 mg de figado foram retirados da regido central do lobo
inferior logo apds a morte e transferidos micro tubos de plastico. Apés a
retirada, as amostras foram congeladas em nitrogénio liquido e
posteriormente armazenas em freezer -80°C. Por conseguinte, apos serem
descongeladas, foram transferidas para tubos de ensaio e foi acrescentado

1ml de solucéo de NaCl 1M e homogeneizados em UltraTurrax® - IKA®
Staufen, Alemanha. Ap6s homogeneizacdo, foi adicionado
cloroférmio/metanol (2:1) em cada amostra, as quais passaram por
processo de centrifugacdo a 5000 x g por 5 min. Esta etapa forma 3 fases,
sendo a fase inferior, metandlica foi retirada para posterior secagem em
banho-maria fervente. Em seguida, a amostra foi ressuspendida em
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Triton/Metanol (2:1) e agitada em vortex (TRINH et al., 1998). Apos esta
etapa, foi realizada a dosagem de triacilglicerdis e colesterol total por
ensaio colorimétrico enzimatico de acordo com instrucfes do fabricante

(Biotécnica®). Os dados foram obtidos foram normalizados pela massa de
fragmento coletado e pela massa total de figado, assim, foram
apresentados em mg/g de figado.

4.7.4 Conteudo hepatico de glicogénio

Para determinacdo do glicogénio hepético aproximadamente 300
mg de figado foram coletados em tubos de ensaio contendo solugdo de
2ml de KOH 30%. Por conseguinte, os tubos com as amostras foram
imersos em banho maria com agua fervente por 1 hora para completa
digestdo. Posteriormente, foi acrescido Na,SOas e etanol, as amostras
foram entdo homogeneizadas e novamente submetidas ao banho- maria
fervente por 15 segundos. ApGs este processo, as amostras foram
centrifugadas a 800g por 10 minutos a 21°C e o sobrenadante foi
descartado. O pellet depositado no fundo do tubo foi ressuspendido em
agua destilada quente. Posteriormente, etanol foi adicionado e novamente
o material foi homogeneizado, rapidamente aquecido e centrifugado.
Apos diluicdo do precipitado em agua destilada, o contetido de glicogénio
foi quantificado por espectrofotometria (490 nm) em reacdo com reagente
fenol (LO; RUSSEL; TAYLOR, 1970).

4.8 ANALISE DOS DADOS

A andlise estatistica dos dados foi realizada no programa estatistico
Graphpad Prism v.6.01 (Graphpad Inc.; La Jolla, USA). Foi utilizado
teste de Shapiro-Wilk e Kolmogorov-Simirnov junto coeficiente de
variacdo para avaliacdo da distribuicdo normal dos dados. As variaveis
guantitativas foram descritas e apresentadas em média e desvio padrédo da
média quando a distribui¢do for simétrica ou em mediana e intervalo
interquartil quando assimétrica. Para testar a diferenca entre 0s grupos no
estudo foi utilizado o Teste t de Student (para Fase I, comparacdes entre
HFD e Controle e também HFD e 28 dias HFD + Oleo rico em &cido
palmitoleico). Analise de Variancia de uma via (One Way — ANOVA)
seguido de pos teste Holm-Sidak (para comparar 0s grupos com 56 dias
de tratamento: HFD; HFDO e 56 HFD Oleo rico em &cido palmitoleico).
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Analise de variancia de duas vias (two way- ANOVA) seguida de pos
teste Holm-Sidak para comparacdo multipla e interacdo de dois fatores
nos grupos da segunda fase de intervencéo: Controle, Controle + Oleo,
HFD, HFDO e, separadamente, HFD, HFDO, REV e REVO. Para todos
os testes, foi adotado o nivel de significancia de 95% (p<0,05).






5 RESULTADOS
5.1 CARACTERIZACAO DO MODELO EXPERIMENTAL: FASE |

Os dados apresentados nesta sessao referem-se aos doze animais
do lote A (seis controles e seis HFD) e doze animais do lote B (seis
controles e seis HFD), que foram expostos a dieta hiperlipidica (grupo
HFD) ou dieta padrdo (Controle) durante 28 dias (FASE I).

5.1.1 Massa Corporal e Consumo Alimentar

Os dados apresentados nesta sessdo referem-se aos doze animais
do lote A e doze animais do lote B, que foram expostos a dieta
hiperlipidica (grupo HFD) ou dieta padrdo (Controle). Na primeira
semana apds a introducdo da dieta hiperlipidica ndo houve diferenca entre
a massa corporal entre 0s grupos experimentais Controle e HFD (Figura
6.A).

A partir da segunda semana até a quarta semana, final da fase de
indugdo da obesidade, houve aumento significativo da massa corporal do
grupo que recebeu dieta hiperlipidica em relacdo ao grupo Controle
(p<0,05), resultando em aumento médio de massa ao final do tratamento
de 15,3+3,5g para HFD e 1,6+3,0g no grupo Controle (p<0,05) (Figura
6.B). Por conseguinte, a ingestdo de dieta (Figura 6.C), foi menor ao
longo das quatro semanas no grupo que recebeu dieta hiperlipidica em
relacdo ao controle, quando considerado 0 consumo em gramas
normalizadas para a massa de cada animal (p<0,05). Entretanto, quando
comparado o consumo caldrico dos animais (Figura 6.D), o grupo que
recebeu dieta hiperlipidica apresentou um aumento significativo de
ingestdo, somente nas duas primeiras semanas apos inicio da intervencao,
guando comparado com grupo que recebeu dieta controle (p<0,05). Na
Figura 6.E e F sdo apresentadas fotos dos animais apds o final do
tratamento, caracterizando o aumento da massa corporal apds a exposicao
a dieta hiperlipidica (F) em relagdo a dieta controle (E). Apos anélise do
consumo de quilocalorias provenientes dos macronutrientes, 0s animais
que receberam dieta controle apresentaram maior (p<0,05) consumo de
quilocalorias provenientes das proteinas e carboidratos nas quatro semanas
de tratamento da Fase | (Figura 7.A e B, respectivamente).
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Figura 6 - Massa corporal.
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Entretanto, quanto ao consumo de quilocalorias proveniente de
lipideos (Figura 7.C), os animais que receberam dieta hiperlipidica
apresentaram maior ingesta durante as quatro semanas, quando
comparados com o controle (p<0,05).
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Figura 7 - Ingestdo de quilocalorias provenientes de proteinas.

>

Inicio da dieta

%)
©
c . 30 a
‘5 © —_— O~ Controle
o B 25 & HFD
=
no©
o £ 2.0
@ -
°
g 15
° =
E ©
S o 1.0
L4
S~ os T
8 1 2 3 4 5 6
Semana
o Inicio da dieta a
©
5 ~ 5
Sz -0~ controle
o -
oo & HFD
= 4
P —
© ©
O E
o Z 3
c
T «©
=
o3 N
€ o
4
o~ 1 T
c
° 1 2 3 ) 5 6
(@) Semana
Inicio da dieta
pi a
8 ~ 75
- © — -O- Controle
= 6.5
= & HFD
22
—~4 ©
o E 45
T 2 35
°cs 25
E g
S o 15
»
c X o5
o T
O 1 2 3 4 5 6
Semana

(A) Ingestdo de quilocalorias provenientes de carboidratos, (B) Ingestdo de quilocalorias
provenientes de lipideos, (C) ao longo de 28 dias de tratamento.

Dados sdo média + DP. Letra “a” indica diferenca estatisticamente significativa entre grupo que
recebeu dieta hiperlipidica em relagdo ao grupo controle.

Utilizado teste t Student, p<0,05, n=12 por grupo.
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5.1.2 Tolerancia a glicose e sensibilidade a insulina

No 24° dia de tratamento, os animais foram submetidos ao teste de
tolerancia a glicose (Figura 8.A), o qual revelou diminuicdo da tolerancia
a glicose nos animais que receberam dieta hiperlipidica, ou seja, aumento
estatisticamente significativo na concentragdo de glicose sanguinea nos
quatro pontos de coleta (15, 30, 60 e 120 minutos) em relacdo ao grupo
controle. Aumento este que refletiu em uma area sob a curva glicémica
63,2% maior (p<0,05) no grupo HFD em relacéo ao controle (Figura 8.B).

Figura 8 - Valores de glicemia durante o teste intraperitoneal de tolerancia a
glicose.
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tolerancia a insulina (E) e glicemia dos animais alimentados coletada no teste ipGTT (F). Dados
sdo média+ DP. Letra “a” indica diferenca estatisticamente significativa entre grupo que recebeu
dieta hiperlipidica em relagéo ao grupo controle.

Utilizado teste t Student, p<0,05, n=12 por grupo.
Neste teste também é possivel avaliar a glicemia de jejum dos
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animais (Figura 8.C), que também se mostrou aumentada nos animais que
receberam dieta hiperlipidica em relacdo aos controles,diferenca
estatisticamente significativa (p<0,05). O aumento da glicemia de jejum
e menor tolerancia a glicose foi acompanhado hiperinsulinemia de jejum
(p<0,05) ndo compensatéria nos animais do grupo HFD (1,38+0,5) em
relacdo ao Controle (0,2+0,8) (Figura 8.D). No 28° dia de tratamento, 0s
animais foram submetidos ao teste de tolerancia a insulina (Figura 8.E),
cujos resultados revelaram uma menor sensibilidade a insulina nos
animais expostos a dieta hiperlipidica. Esta diferenca foi identificada nos
trés pontos de coleta da glicemia, que se apresentou elevada nos animais
HFD quando comparados com os controles (p<0,05). Este parametro foi
acompanho de um aumento estatisticamente significativo (p<0,05) na
glicemia dos animais alimentados, no grupo HFD (241,0+18,0 mg/dL)
guando comparado com controle (178,3+20,7 mg/dL), ap6s quatro
semanas de tratamento (Figura 8.F).

5.1.3 Massa 6rgaos e tecidos

Apbs a eutanasia os 6rgdos e tecidos foram pesados, dados
apresentados na Tabela 6. Os 6rgdos coragdo, intestino, bago, pancreas,
rins e pulmédo ndo apresentaram diferenca estatisticamente significativa
entre os grupos Controle e HFD (p<0,05). Somente o estdbmago do grupo
HFD apresentou diferenga (p<0,05) quando comparado com controle.

Tabela 6 - Massa absoluta dos érgéos (g) ap6s 28 dias de dieta hiperlipidica.

Controle HFD
Coracéo 0,2+0,0 0,2+0,0
Estdomago 0,840,2 0,610,1a
Intestino 4,6+0,9 6,0+0,9
Baco 0,2+0,0 0,2+0,0
Pancreas 0,4+0,1 0,3+0,1
Rins 0,7+0,1 0,7+0,1
Pulméao 0,3+0,0 0,3+0,1

Dados sdo média + DP. As letras indicam diferenca significativa.
Utilizando teste t de Student, p<0,05. HFD: High Fat Diet (Dieta Hiperlipidica).
a = representa diferenca entre HFD e controle.
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Figura 9 - Massa de tecido adiposo epididimal.
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(A) Massa de tecido adiposo retroperitoneal (B) Massa de tecido adiposo inguinal (C). Percentual
de gordura (D). Foto representativa do grupo Controle do tecido adiposo epididimal (E) Foto
representativa do grupo HFD do tecido adiposo epididimal (F) ap6s 28 dias de exposicao a dieta
padrédo ou hiperlipidica. Dados sdo média = DP. Letra “a” indica diferenga estatisticamente
significativa entre grupo que recebeu dieta hiperlipidica em relagéo ao grupo controle. Utilizado
teste t Student, p<0,05, n=12 por grupo.
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Quando analisadas as massas das gorduras epididimal,
retroperitoneal e inguinal (Figura 9.A, B, C respectivamente), todas
apresentaram aumento significativo nos animais que receberam dieta
hiperlipidica apdés quatro semanas comparados com 0s animais que
receberam dieta padrdo (p<0,05). Este aumento global no tecido adiposo
refletiu na diferenca do percentual de gordura dos animais HFD, que
totalizou 17,49% enguanto que o grupo controle apresentou 8,47% de
gordura (p<0,05), dados mostrados na (Figura 9.D). Ainda na Figura 9.
do tecido adiposo epididimal dos animais séo retratadas (E controle e F
HFD).

5.1.4 Perfil lipidico sérico e hepético

Foram analisados o perfil lipidico sérico dos animais no soro
coletado na eutanasia. Nao houve diferenca estatisticamente significativa
na concentracdo de triacilglicerdis (TG) circulante entre 0s grupos
controle e HFD apds a Fase | (Figura 10.A). Dado este que corrobora o
acumulo hepatico de TG no grupo que recebeu dieta hiperlipidica durante
as quatro semanas (Figura 10.B). Assim, houve uma diferenca
estatisticamente significativa na concentragdo de TG hepatico, este
acumulo corresponde a 14 vezes mais TG no grupo HFD, quando
comparado com controle (p<0,05). Por conseguinte, quando analisadas as
concentracdes de colesterol total, foi observado uma cinética diferente, na
qual as concentracdes séricas apresentaram diferencas estatisticamente
significavas (p<0,05) entre os grupos Controle (134+18,1 mg/dL) e HFD
(176,18+19,7 mg/dL) (Figura 10.C). Ademais, ndo houve acumulo
hepéatico de colesterol, portanto ndo houve diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos Controle e HFD (Figura 10.D). O aumento
na concentracao hepética de TG refletiu no aumento da massa dos figados
do grupo HFD (3,27£lg), diferenca estatisticamente significativa
(p<0,05) quando comparada com grupo Controle (1,99+0,2g) (Figura
10.E). Para melhor representacdo do acimulo hepatico de TG, na Figura
10, foram retratadas as fotos dos figados dos animais Controle (F) e HFD

G).
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Figura 10 - Concentragdo de triacilglicer6is séricos.
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(A) Concentracéo de triacilglicerdis hepaticos (B) Concentragdo de colesterol sérico (C).
Concentragao de colesterol hepatico (D). Foto representativa do grupo Controle do figado (E)
Foto representativa do grupo HFD do figado (F). Dados sdo média = DP. Letra “a” indica
diferenca estatisticamente significativa entre grupo que recebeu dieta hiperlipidica em relacdo
ao grupo controle. Utilizado teste t Student, p<0,05, n=12 por grupo.
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5.2 RESULTADOS DA INTERVENCAO COM OLEO RICO EM
PALMITOLEICO: FASE II

Os dados apresentados nesta sessdo referem-se aos animais
submetidos a Fase | (inducéo da obesidade — 28 dias) e prosseguiram para
a Fase Il (fase de suplementacéo — 28 dias). Ao final da Fase Il 0s animais
totalizaram 56 dias de tratamento. Os dados apresentados nesta sessao
referem-se ao lote A e B. No lote A foram utilizados 34 animais, todos 0s
grupos foram compostos por 6 animais, exceto o grupo HFD, composto
por 4 animais, pois dois animais foram retirados do tratamento. No lote B
foram utilizados 42 animais, 6 animais por grupo, exceto o grupo HFD,
composto por 12 animais. Portanto, 12 animais comp&em cada grupo
experimental, exceto o grupo HFD que possui 16 animais.

5.2.1 Massa Corporal e Consumo Alimentar

Os animais HFD, ao terminarem a primeira fase, ndo apresentam
diferenca estatisticamente significativa de massa corporal entre si, assim,
ndo houve diferenca estatisticamente significativa na massa corporal dos
animais que continuaram a receber dieta hiperlipidica (HFD e HFD Oleo)
e 0s que iniciaram dieta padrdo (Reversibilidade e Reversibilidade Oleo).
A evolugdo da massa corporal ao longo das 4 semanas da segunda Fase de
intervencdo esté representada na Figura 11.A. Durante os 28 dias houve a
manutencdo da diferenca média de 119 (p<0,05) da massa corporal entre
o0s grupos HFD e Controle. N&o houve diferenca entre os grupos Controle
e Controle Oleo (CO) e, também néo houve diferenca na massa corporal
dos grupos HFD e HFDO (HFD Oleo) (Figura 11.B). Quando comparadas
as massas do grupo HFD com Reversibilidade (REV) ndo houve diferenca
estatisticamente significativa nas duas primeiras semanas da segunda fase
de intervencdo. Assim, a troca da dieta hiperlipidica por racdo padréo no
grupo reversibilidade s6 promoveu diminuicdo da massa corporal,
estatisticamente significava (p<0,05), na terceira (HFD 66,3g) e (REV
55,6¢) quarta semanas (HFD 67,3g) (REV 53,5¢), ou seja, uma diferenca
média de 11g e 14g na terceira e quarta semana respectivamente (Figura
11.C). N&o houve diferenca entre os grupos REV e Reversibilidade Oleo
(REVO) (Figura 11.C). Portanto, a suplementacdo com dleo rico em
acido palmitoleico, durante 4 ndo promoveu alteracdes na massa corporal
de nenhum grupo experimental. A reducdo da massa corporal entre 0s
grupos REV e REVO ndo diferiu é apresentada na Figura 11.D, que
mostra a diferenca da massa no final das 4 semanas em relacdo ao inicio
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do tratamento. A reducdo média da massa corporal no grupo REV foi de
9g e no grupo REVO foi 11g, dados estes que suportam a substituicdo da
dieta hiperlipidica pela dieta padrdo como o fator causal na redugéo da
massa corporal.

Figura 11 - Massa corporal Fase II.
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(A), Massa corporal dos grupos C; CO; HFD e HFDO (B), Massa corporal dos grupos HFD;
HFDO; REV; REVO (C) diferenga entre a massa final e inicial do tratamento nos grupos REV
e REVO (D). Dados sdo média + DP. Letra “a” indica diferenga, significativa entre grupo que
recebeu dieta hiperlipidica em relagdo ao respectivo grupo dieta padrdo e reversibilidade.
Utilizado teste ANOVA de duas vias com pos teste Holm- Sidak, p<0,05, n=12-16.

O consumo médio de racdo em gramas é apresentado na Figura 12.A.
Nas 4 semanas de intervengdo da segunda Fase houve uma diferenca
estatisticamente significativa (p<0,05) do consumo médio de racdo entre o
grupo HFD e Controle, esta diferenca, em gramas, totalizou
aproximadamente 1g/dia/animal (Figura 12.B). Ap6s a introducdo do 6leo
ndo houve alteragao estatisticamente significativo no consumo de racéo entre
0s grupos Controle e Controle suplementado com 6éleo (CO) durante as 4
semanas de tratamento. Entre os grupos HFD e HFDO também ndo houve
efeito do Gleo na reducdo ou aumento do consumo alimentar, que
permaneceram sem diferenca estatisticamente significativa ao longo das 4
semanas de tratamento.
Figura 12 - Ingestdo em gramas durante Fase II.
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(A), Ingestdo em gramas entre os grupos C; CO; HFD e HFDO (B), Ingestdo em gramas entre 0s
grupos HFD; HFDO; REV; REVO (C). Dados sao média + DP. Letra “a” indica diferenga significativa
entre grupo que recebeu dieta hiperlipidica em relagdo ao respectivo grupo dieta padrdo e
reversibilidade; “c” indica diferenca significativa entre grupo reversibilidade e reversibilidade 6leo.
Utilizado teste ANOVA de duas vias com pés teste Holm-Sidak, p<0,05, n=12-16.

Assim, a suplementacdo com 6leo ndo exerceu alteragdo no consumo
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alimentar dos grupos CO e HFDO. Na Figura 12.C séo apresentados o
consumo do grupo HFD e REV, que, ao longo das quatro semanas
obtiveram diferenca gradual no consumo de ragdo, em gramas/animal/dia.
As diferencas foram estatisticamente significativas (p<0,05) na primeira,
segunda e quarta semanas sendo de 0,6g; 0,79 e 1,1g respectivamente.
Assim, a troca da dieta hiperlipidica por dieta padrdo promoveu um
aumento estatisticamente significativo no consumo alimentar dos animais
dos grupos REV e REVO. Quando comparado o consumo em gramas dos
animais REV e REVO, a intervencdo com 0 6leo reduziu o consumo
alimentar dos animais na primeira, (REV 1,5+0,2g e REVO 1,3+0,19)
segunda (REV 1,640,29 e REVO 1,3+0,1g) e quarta (REV 2,0+0,2g e
REVO 1,7+0,2g) semanas de intervencao e esta diminuigdo do consumo
foi estatisticamente significativa (p<0,05).

O consumo médio de racdo em Kcal é apresentado na Figura 13.
A. Quando comparado o consumo Kcal dos animais, s6 houve diferenca
estatisticamente significativa (p<0,05) a partir da terceira semana, que se
manteve até o final do tratamento, quando comparado o consumo dos
animais HFD com Controle (Figura 13.B). Esta diferencga deve-se ao fato
da reducdo do consumo Kcal nos animais HFD da terceira (4,7+0,7Kcal)
para quarta semana (4,5+0,6Kcal). Apo6s a introducéo do dleo ndo houve
alteracdo estatisticamente significativa no consumo de Kcal ra¢éo entre
0s grupos Controle e Controle suplementado com 6leo (CO) durante as 4
semanas de tratamento. Entre os grupos HFD e HFDO néo houve efeito
do bleo na redugdo ou aumento do consumo de Kcal, que permaneceram
sem diferenca estatisticamente significativa ao longo das 4 semanas de
tratamento. Na Figura 13. C sdo apresentados o consumo Kcal dos grupos
HFD e REV. Ao longo do tratamento a introducdo da dieta padrdo no
grupo REV ndo promoveu diferenca no consumo de Kcal quando
comparado com HFD, somente na Gltima semana, quando houve reducéo
do consumo de kcal no grupo HFD e aumento no consumo Kcal no grupo
REV, assim, adiferencamédica ficou emtorno de 2,5Kcal/animal/diaentre
0s grupos e esta diferenca foi estatisticamente significativa (p<0,05). A
suplementacdo provocou efeito no grupo REVO, que apresentou reducéo
no consumo de Kcal nas duas primeiras semanas em relagdo ao grupo
REV(p<0,05), diferenca média de 0,7 e 0,8 Kcal/animal/dia na primeira
e segunda semanas, respectivamente. Porém, esta diferenca desapareceu
nas duas Ultimas semanas de tratamento.

Figura 13 - Ingestdo em Kcal durante Fase II.
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(A), Ingestdo em Kcal entre os grupos C; CO; HFD e HFDO (B), Ingestédo em Kcal entre os grupos
HFD; HFDO; REV; REVO (C). Dados sdo média = DP. Letra “a” indica diferenga significativa entre
grupo que recebeu dieta hiperlipidica em relagéo ao respectivo grupo dieta padrao e reversibilidade;
“c” indica diferenca significativa entre grupo reversibilidade e reversibilidade 6leo. Utilizado teste
ANOVA de duas vias com pos teste Holm-Sidak, p<0,05, n=12-16.

O consumo de Kcal provenientes das proteinas é apresentado na
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Figura 14. A. Nas 4 semanas de intervencdo da segunda Fase houve
diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) no consumo médio de
Kcal provenientes das proteinas entreo grupo HFD e Controle, esta
diferenca, em Kcal, totalizou aproximadamente 1,1Kcal/animal/dia ou
0,27¢g de proteina/animal/dia (Figura 14.B). Apds a introdugéo do 6leo ndo
houve alteracdo estatisticamente significativa no consumo de Kcal
provenientes das proteinas entre os grupos Controle e Controle
suplementado com 6leo (CO) durante as 4 semanas de tratamento. Entre
0s grupos HFD e HFDO também néo houve efeito do 6éleo na reducdo ou
aumento de Kcal provenientes das proteinas, que permaneceram sem
diferenca estatisticamente significativa ao longo das 4 semanas de
tratamento. Na Figura 14. C s8o apresentados o consumo do grupo HFD e
REV ao longo das quatro semanas. Estes grupos obtiveram diferenga
gradual no consumo de Kcal provenientes das proteinas, sendo de 0,6
Kcal; 0,7 Kcal; 0,9 Kcal e 1 Kcal na primeira, segunda, terceira e quarta
semanas, respectivamente (p<0,05). Assim, a troca da dieta hiperlipidica
por dieta padrdo promoveu um aumento estatisticamente significativo no
consumo de Kcal provenientes das proteinas, assim, similar ao aumento
no consumo em gramas, dos animais dos grupos REV. Quando comparado
o consumo de Kcal provenientes das proteinas dos animais REV e REVO,
a intervencéo com o 6leo reduziu este consumo nos animais REVO, esta
reducdo foi estatisticamente significativa (p<0,05), na primeira, segunda e
guarta semanas, ambas com reducéo de 0,2Kcal/animal/dia em relagdo ao
grupo REV. A reducdo acompanhou também acompanhou a reducéo no
consumo alimentar, em gramas, do grupo REVO em relagéo ao REV.
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Figura 14 - Ingestdo em Kcal provenientes de proteinas durante Fase 1.
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(A), Ingestdo em Kcal provenientes de proteinas entre os grupos C; CO; HFD e HFDO (B),
Ingestdo em Kcal provenientes de proteinas entre os grupos HFD; HFDO; REV; REVO (C).
Dados sao média += DP. Letra “a” indica diferenca significativa entre grupo que recebeu dieta
hiperlipidica em relagéo ao respectivo grupo dieta padrio e reversibilidade; “c” indica diferenga
significativa entre grupo reversibilidade e reversibilidade 6leo. Utilizado teste ANOVA de duas
vias com pos teste Holm-Sidak, p<0,05, n=12-16.
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O consumo de Kcal provenientes de carboidratos (CHO) encontra-
se na Figura 15.A. Durante todo o tratamento de intervencdo da segunda
Fase houve uma diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) no
consumo meédio de Kcal provenientes de CHO entre o grupo HFD e
Controle, esta diferenca, em Kcal, totalizou aproximadamente
2,1Kcal/animal/dia ou 0,53g de carboidrato/ animal/dia (Figura 15.B).
Apo6s a introducdo do dleo ndo houve alteragdo estatisticamente
significativa no consumo de Kcal provenientes de CHO entre 0s grupos
Controle e (CO) durante as 4 semanas de tratamento. Entre 0s grupos
HFD e HFDO também ndo houve efeito estatisticamente significativo
do 6leo na reducdo ou aumento de Kcal provenientes de CHO ao longo
das 4 semanas de tratamento.

Na Figura 15.C o consumo do grupo HFD e REV é apresentado. Em
trés semanas (primeira, segunda e quarta) houve uma diferenca gradual e
estatisticamente significativa (p<0,05) no consumo de Kcal provenientes
de CHO, assim como no consumo em gramas e Kcal proveniente das
proteinas anteriormente apresentados. As diferencas entre 0s grupos REV
e HFD foram de 1,4 Kcal; 1,5 Kcal; 2,2 Kcal e 2,3 Kcal na primeira,
segunda, terceira e quarta semanas, respectivamente. Assim, a troca da
dieta hiperlipidica por dieta padrdo promoveu um aumento
estatisticamente significativo no consumo de Kcal provenientes das
proteinas, assim, similar ao aumento no consumo em gramas, dos animais
dos grupos REV. Quando comparado o consumo de Kcal provenientes
das proteinas dos animais REV e REVO, a intervencdo com o 6leo
reduziu este consumo nos animais REVO, esta reducdo foi
estatisticamente significativa (p<0,05), na primeira, segunda e quarta
semanas, ambas com reducdo média de 0,4 Kcal/animal/dia em relac&o
ao grupo REV. A reducdo acompanhou também acompanhou a reducéo
no consumo alimentar, em gramas, do grupo REVO em relagdo ao REV.
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Figura 15 - Ingestdo em Kcal provenientes de carboidratos durante Fase Il.
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(A), Ingestdo em Kcal provenientes de carboidratos entre os grupos C; CO; HFD e HFDO (B),
Ingestdo em Kcal provenientes de carboidratos entre os grupos HFD; HFDO; REV; REVO (C).
Dados sdo média + DP. Letra “a” indica diferenca significativa entre grupo que recebeu dieta
hiperlipidica em relacéo ao respectivo grupo dieta padréo e reversibilidade; “c” indica diferenca
significativa entre grupo reversibilidade e reversibilidade 6leo. Utilizado teste ANOVA de duas
vias com pos teste de Holm-Sidak, p<0,05, n=12-16.
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O consumo médio de Kcal provenientes dos lipideos é apresentado
na Figura 16.A. Quando comparado o consumo Kcal provenientes dos
lipideos dos animais, diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) ao
longo das quatro semanas da Fase Il, quando comparado o consumo dos
animais HFD com Controle (Figura 16.B). O percentual de Kcal
provenientes de lipideos na dieta hiperlipidica implicou no consumo
médio de 2,2 Kcal/animal/dia a mais no grupo HFD quando comparado
com Controle. Apds a introducdo do 6leo ndo houve alteragdo
estatisticamente significativa no consumo de Kcal provenientes dos
lipideos entre os grupos Controle e CO durante as 4 semanas de
tratamento. N&o houve efeito do 6leo na redugdo ou aumento do consumo
de Kcal provenientes de lipideos entre os grupos HFD e HFDO nas trés
primeiras semanas apos o inicio da suplementacdo. Porém, na ultima
semana houve uma reducdo no consumo de Kcal provenientes dos
lipideos no grupo HFD (2,6+0,35 Kcal/animal/dia) que provocou uma
diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) quando com parado com
grupo HFDO (2,9+0,2 Kcal/animal/dia). Na Figura 16.C sdo apresentados
0 consumo Kcal provenientes dos lipideos dos grupos HFD e REV. A
introducdo da dieta padrdo no grupo REV promoveu uma redugdo no
consumo de Kcal provenientes dos lipideos estatisticamente significativa
(p<0,05) quando comparado com HFD. Esta reducdo média de
aproximadamente 2,3 Kcal/animal/dia foi estatisticamente significativa
ao longo de todo o tratamento. A suplementagdo com 6leo ndo provocou
diferenca estatisticamente significativa no consumo de Kcal provenientes
dos lipideos no grupo REVO quando comparado com REV, em nenhum
momento das quatro semanas de tratamento (Figura 16.C).
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Figura 16 - Ingestdo em Kcal provenientes de lipideos durante Fase II.
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(A), Ingestdo em Kcal provenientes de lipideos entre os grupos C; CO; HFD e HFDO (B),
Ingestdo em Kcal provenientes de lipideos entre os grupos HFD; HFDO; REV; REVO (C).
Dados sdo média + DP. Letra “a” indica diferenca significativa entre grupo que recebeu dieta
hiperlipidica em relagdo ao respectivo grupo dieta padrdo e reversibilidade; “b” indica diferenca
significativa entre grupo HFD e HFDO. Utilizado teste ANOVA de duas vias com pos teste de
Holm-Sidak, p<0,05, n=12-16.
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5.2.2 Tolerancia a glicose e sensibilidade a insulina

No 54° dia de tratamento, os animais foram submetidos ao teste de
tolerancia a glicose (Figura 17.A). Quando comparados os grupos HFD e
Controle, o teste revelou a manutencédo da tolerancia a glicose diminuida
nos animais HFD, assim como na primeira fase do tratamento (Figura
16.C). Esta diminuicdo da tolerancia a glicose foi estatisticamente
significativa (p<0,05) e percebida em todos os pontosde verificagdo da
glicemia, os quais resultaram em menor area sob a curva glicémica
10461+2618mg/dL.* no grupo Controle e 14777+1849mg/dL. no
grupo HFD, diferenca também estatisticamente significativa (p<0,05)
(Figura 17.B). A diferenca também permaneceu quando comparadas as
glicemias de jejum do grupo controle (178,4+19 mg/dL) e HFD
(227,830 mg/dL), diferenca estatisticamente significativa (p<0,05)
(Figura 17. E). A suplementacdo com 0leo palmitoleico ndo produziu
alteragdes estatisticamente significativas na tolerancia a glicose durante o
teste (Figura 17.C) ou na glicemia de jejum (Figura 17.E) ou na area sob a
curva (Figura 17.B), quando comparados grupo Controle e Controle Oleo.
Quando comparados, os grupos HFD e HFDO a suplementacéo de 6leo
palmitoleico reduziu a concentragdo da glicemia de jejumno grupo HFDO
170,2+24 mg/dL comparado com HFD 227,8+30 mg/dL e esta reducéo na
glicemia de jejum foi estatisticamente significativa (p<0,05) (Figura
17.E). O grupo que recebeu dieta hiperlipidica e 6leo palmitoleico
também apresentou reducdo na glicemia de pico, nos 15 minutos ap6s a
aplicacdo da solucdo de glicose (p<0,05). Nesta mensuracao,
concentracdo média de glicose no grupo HDF foi 489,8+85 mg/dL
enquanto que no grupo HFDO foi 396,5+104 mg/dL (Figura 17.C).
Entretanto, estas atenuacdes provocadas pelo consumo de dleo
palmitoleico ndo foram suficientes para reduzir, de forma estatisticamente
significativa, a area sob a curva de glicose, neste teste, quando
comparados com grupo HFD. No grupo REV, quando comparado com
HFD, a inversdo de dieta hiperlipidica por dieta padrdo provocou uma
melhora da tolerancia a glicose em todos os pontos de coleta, inclusive na
glicemia de jejum e esta diferenga foi estatisticamente significativa
(p<0,05) (Figura 17.D, E). Esta melhora na tolerancia a glicose pode ser
observada na area sob a curva de glicose (Figura 17.B), a qual foi menor
no grupo REV (8698+1942mg/dL/120min) quando comparado com HFD
(14777+1849mg/dL) (p<0,05). Por conseguinte, a suplementacdo com
6leo palmitoleico prejudicou a normalidade glicémica de pico no grupo
REVO quando comparado com REV. Nos minutos 15 e 30 o grupo REVO
apresentou glicemias de 346,8+75 e 451,1+94mg/dL enquanto que o
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grupo REV apresentou glicemias similares ao controle 350,460 e
343,3+84 mg/dL, diferencas essas que foram estatisticamente
significativas (p<0,05). Entretanto, estas altera¢@es na glicemia de pico
nado foram estatisticamente significativas a ponto de provocar uma menor
tolerancia a glicose, pois as areas sob as curvas foram semelhantes (Figura
17.B). A ingestdo de dleo palmitoleico também néo afetou a glicemia de
jejum no grupo REVO, gque quando comparada com REV, a diferenca ndo
foi estatisticamente significativa.

Figura 17 - Valores de glicemia durante o teste intraperitoneal de tolerancia a glicose.
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(A) e a respectiva area-sob-a-curva. (B) Valores de glicemia durante o teste intraperitoneal de
tolerancia a glicose nos grupos C; CO; HFD e HFDO (C). Valores de glicemia durante o teste
intraperitoneal de tolerancia a glicose nos grupos HFD, HFDO, REV e REVO (D) glicemia de
jejum coletada no teste apos 5 horas de jejum (E) Dados sdo média + DP. Letra “a” indica
diferenca estatisticamente significativa entre grupo que recebeu dieta hiperlipidica em relagdo
ao respectivo grupo dieta padrao e reversibilidade; “b” indica diferenca significativa entre grupo
HFD e HFDO; letra “c” indica diferenca significativa entre grupo REV e REVO Utilizado teste
ANOVA de duas vias com pos teste Holm-Sidak, p<0,05, n=12-16.

No 56° dia de tratamento, os animais foram submetidos ao teste de
sensibilidade a insulina (Figura 18.A). Quando comparados 0s grupos
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HFD e Controle, o teste revelou a permanéncia de uma menor
sensibilidade a insulina nos animais HFD, assim como na primeira fase
do tratamento (Figura 18.C). Esta diminuicdo da sensibilidade a insulina
foi estatisticamente significativa (p<0,05) e percebida em todos os pontos
de verificacdo da glicemia. A diferenga também permaneceu quando
comparadas as glicemias dos animais alimentados, grupo controle
(171+13 mg/dL) e HFD (206426 mg/dL, p<0,05) (Figura 18.E). Ap4s 56
dias, a dietahiperlipidica

manteve o estimulo de hipersecrecao de insulina, confirmada pela
hiperinsulinemia de jejum no grupo HFD (0,92+0,5ng/mL) quando
comparado com Controle (0,24+0,2ng/mL) (p<0,05). A suplementacdo
com O6leo rico em acido palmitoleico ndo produziu alteracoes
estatisticamente significativas na sensibilidade a insulina durante o teste
(Figura 18.C) ou na glicemia dos animais alimentados (Figura 18.E) ou
insulinemia de jejum (Figura 18.B), quando comparados grupo Controle
e Controle Oleo.

Quando comparados, 0s grupos HFD e HFDO a suplementacdo de
6leo rico em acido palmitoleico ndo atenuou a concentracéo da glicemia
dos animais alimentados no grupo HFDO comparado com HFD (Figura
18.E). Por conseguinte, o grupo que recebeu dieta hiperlipidica e 6leo rico
em &cido palmitoleico também apresentou melhora na sensibilidade a
insulina (Figura 18.C). Esta reducdo foi confirmada por calculo da
constante de decaimento KITT, 0,78+0,63%/min no grupo HFD e
1,3040,71%/min no grupo HFDO (p<0,05). Ademais, a melhora da
sensibilidade a insulina ndo foi acompanhada hiperinsulinemia nos
animais suplementados com o6leo palmitoleico HFDO (0,43+31ng/dL)
quando comparados com HFD (0,92+0,5ng/mL), valores com diferenca
estatisticamente significativa na insulinemia de jejum (Figura 18.B). No
grupo REV, quando comparado com HFD, a inversdo de dieta
hiperlipidica por dieta padrdo provocou uma melhora na sensibilidade a
insulina em todos os pontos avaliados ap6s a aplicacdo da injecdo com
solucdo de glicose (Figura 18.D), inclusive na glicemia dos animais
alimentados (Figura 18.E), todas essas diferengas foram estatisticamente
significativas(p<0,05). A insulinemia de jejum foi afetada pela troca da
dieta, que no grupo REV (0,27+12ng/mL), quando comparado com HFD
(0,92+0,5ng/mL), apresentou reducdo estatisticamente significativa
(p<0,05). Por conseguinte, ndo houve diferenca estatisticamente
significativa (p<0,05) na sensibilidade a insulina dos animais REVO
quando comparados com REV. Ambos os grupos melhoraram a
senilidade a insulina em todos os pontos de coleta do teste (Figura 18.D)
devido a retirada da dieta hiperlipidica e exposicdo a dieta padrdo. A
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glicemia dos animais alimentados e a insulinemia de jejum também nédo
sofreram interferéncia da suplementacdo com Oleo palmitoleico, ndo
apresentado diferencas estatisticamente significativas no grupo REV
guando comparado com REVO (Figura 18.E). Ademais, ndo houve
diferenca estatisticamente significativa no contetido de glicogénio hepatico
entre os grupos Controle, HFD e HFDO (Figura 18.F).

Figura 18 - Valores de glicemia durante o teste intraperitoneal de tolerancia a
insulina.
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(A) Insulinemia de jejum (B) Valores de glicemia durante o teste intraperitoneal de tolerancia a
insulina nos grupos C; CO; HFD e HFDO (C). Valores de glicemia durante o teste intraperitoneal
de tolerancia a insulina nos grupos HFD, HFDO, REV e REVO (D) glicemia dos animais
alimentados (E) Concentracdo de glicogénio hepéatico (F). Dados sdo média + DP. Letra “a”
indica diferenga , estatisticamente significativa entre grupo que recebeu dieta hiperlipidica em
relacéo ao grupo controle e reversibilidade; “b” indica diferenca significativa entre grupo HFD e
HFDO. Utilizado teste ANOVA de duas vias com pos teste de Holm-Sidak nas figuras B; C; D
e E p<0,05, n=12-16. Utilizado teste ANOVA de uma via com pds teste de Holm-Sidak na figura
E p<0,05, n=5.

5.2.3 Massa 6rgaos e tecidos
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Apds a eutanasia os oOrgaos e tecidos foram pesados, dados
apresentados na Tabela 7. Os 6rgdos baco, coracdo, intestino, baco,
pulmdes, rins e pancreas, ndo apresentaram diferenca estatisticamente
significativa (p<0,05) entre os grupos Controle e HFD; Controle e CO;
HFD e HFDO; HFD e REV; REV e REVO. A massa do figado também
apresentou diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) na segunda
fase de intervencdo, assim, a massa hepatica permaneceu aumentada no
grupo HFD em relacdo ao Controle. A retirada da dieta hiperlipidica
também promoveu uma reducdo na massa hepatica do grupo
reversibilidade e esta redu¢do foi estatisticamente significativa (p<0,05).
O estbmago do grupo REV apresentou reducdo da massa em relagdo ao
grupo HFD e essa diferenca foi estatisticamente significativa (p<0,05). O
grupo REVO também apresentou reducdo da massa do estdmago foi
estatisticamente significativa (p<0,05), quando comparada com REV.

Tabela 7 - Massa absoluta dos 6rgdos apds segunda Fase de intervengdo
(gramas).

Controle HFD Rev.

Controle Oleo HFD Oleo Rev. Oleo
Figado 2,2+0,6 2,2+0,6 2,9i0,9a 3,0+0,6 2,2i0,6b 2,2+0,6
Baco 0,24+0,0 0,240,1 0,240,1 0,2+0,0 0,340, 0,24+0,0

Coragédo 0,2+0,0  0,2+0,0  0,2+0,0 0,2+0,1 0,2+0,0  0,2+0,0
Intestino 49+0,5 52+0,6 5,0+0,8 5,6+0,9 4,7¢15  4,9+05
Pulmoes 0,3+0,1 0,3+0,0 0,3%0,1 0,2+0,0 0,3+0,0  0,3+0,0
Rins 0,7#0,1 0,7#0,1  0,7+0,1 0,6+0,1 0,7#0,1 0,7+0,1
Pancreas 0,4+0,1 04+0,1 0,3%0,1 0,3+0,1 0,4+0,1 0,3%0.1

Estémago 1,0+0,2 1,0+0,2 0,7+0,3 0,740,2 1’210’2b 0’91011(:

Dados sdo média + DP. As letras indicam diferenga significativa utilizado ANOVA de duas vias
com pos teste Holm-Sidak, p<0,05. HFD: High Fat Diet (Dieta Hiperlipidica). Rev:
Reversibilidade. a = representa diferenca entre HFD e respectivo grupo dieta padrdo; b =
representa diferencga entre HFD e Reversibilidade; ¢ = representa diferenca entre Reversibilidade
e Reversibilidade Oleo

A massa do tecido adiposo epididimal (Figura 19.A),
retroperitoneal (Figura 19.B), e inguinal (Figura 19.C), apresentaram
diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) somente entre 0s grupos
HFD quando comparado com Controle. A exposicdo a dieta hiperlipidica
manteve o acUmulo de gordura visceral e subcutanea apds 56 dias de
exposicdo. Ademais a retirada da dieta hiperlipidica promoveu reducéo
no tecido adiposo epididimal, retroperitoneal e inguinal do grupo REV
quando comparado com HFD (p<0,05). Por conseguinte, o percentual de
gordura também foi maior no grupo HFD 12,7% e estatisticamente



79

significativo quando comparado com controle (5,1%) (Figura 19.D).
Ainda quando comparado os percentuais de gordura, a retirada da dieta
hiperlipidica no grupo reversibilidade promoveu uma redugdo na massa
adiposa (5,6%) quando o grupo HFD (12,7%) (p<0,05) (Figura 18.D). A
suplementacdo com dleo palmitoleico ndo modificou a massa adiposa nem
0 percentual de gordura (Figura 19.A, B, C, D), de nenhuma comparagéo
entre grupos Controle e CO; HFD e HFDO; REV e REVO na massa dos
trés tecidos adiposos ndo apresentaram diferenca estatisticamente
significativa (p<0,05).

Figura 19 - Massa de tecido adiposo epididimal.
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(A) Massa de tecido adiposo retroperitoneal (B) Massa de tecido adiposo inguinal (C). Percentual
de gordura (D). Foto representativa do grupo Controle do tecido adiposo epididimal (E) Foto
representativa do grupo HFD do tecido adiposo epididimal (F). Dados sdo média + DP. Letra
“a” indica diferenca estatisticamente significativa entre grupo quando comparado com respectivo
grupo dieta padrio e reversibilidade; “i” indica diferenca estatisticamente significativa entre
grupo quando comparado com respectivo grupo dieta padrao 6leo e reversibilidade 6leo.
Utilizado teste ANOVA de duas vias, com pos teste Holm-Sidak p<0,05, n=12-16.

5.2.4 Perfil lipidico sério e hepatico

Foram analisados o perfil lipidico sérico dos animais no soro
coletado na eutanasia. Houve diferenca estatisticamente significativa
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(p<0,05) na concentracdo de triacilglicerdis (TG) circulante entre 0s
grupos HFD e Controle e HFD e REV/(Figura 20 A). Ambos efeitos de
concentracdo sérica de TG devem-se a dieta, que grupo HFD (97+6,8)
houve uma reducdo estatisticamente significativa, tanto quando
comparado com Controle (161+39mg/dL) e HFD quando com REV
(14571 mg/dL). A suplementacdo com 6leo palmitoleico ndo produziu
uma alteracgdo estatisticamente significativa na concentracdo sérica de TG
(Figura 20.A), de nenhuma comparacdo entre grupos Controle e CO; HFD
e HFDO; REV e REVO. Quando o colesterol sérico foi analisado, houve
uma diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) na concentracdo de
colesterol circulante entre os grupos HFD (27448 mg/dL) e Controle
(144+61 mg/dL), também quando o grupo HFD (2748 mg/dL) foi
comparado com REV (153+37 mg/dL) (Figura 20. C). Os efeitos das
concentracdes sérica de colesterol devem-se a dieta, que grupo HFD
houve a permanéncia do aumento das concentragdes, similar a fase I.
Ademais, as mesmas diferencas foram encontradas na concentracdo
hepética de colesterol, aumento estatisticamente significativo (p<0,05) no
grupo HFD quando comparado com Controle e uma reducdo na
concentracdo hepatica de colesterol no grupo REV quando comparado
com HFD (p<0,05) (Figura 20.D). No grupo REV a introducdo da dieta
controle conseguiu reverter a concentragdo elevada de colesterol na
circulacgdo.

A suplementacdo com Oleo palmitoleico ndo produziu uma
alteragdo estatisticamente significativa na concentracao sérica e hepética
de colesterol na comparacao entre grupos Controle e CO; REV e REVO.
Entretanto, a ingestdo de o6leo palmitoleico conseguiu atenuar a
concentracdo sérica de colesterol no grupo tratado com dieta
hiperlipidica, HFDO (197+57 mg/dL), quando comparado com o grupo
HFD (2748 mg/dL), esta diferenca foi estatisticamente significativa
(p<0,05). Porém, a concentracdo hepética de colesterol ndo foi afetada, néo
foi estatisticamente significativa, pelo 6leo no grupo HFDO quando
comparado com HFD.
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Figura 20 - Concentracéo de triacilglicerois séricos.
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(A) Concentracdo de triacilglicerdis hepaticos (B) Concentragdo de colesterol sérico (C).
Concentragdo de colesterol hepatico (D). Dados sdo média + DP. Letra “a” indica diferenca
estatisticamente significativa entre grupo que recebeu dieta hiperlipidica em relagdo ao grupo
controle e reversibilidade; “b” indica diferenga significativa entre grupo HFD e HFDO “i” indica
diferenca estatisticamente significativa entre grupo quando comparado com respectivo grupo
dieta padrdo 6leo e reversibilidade 6leo. Utilizado teste ANOVA de duas vias, com pés teste
Holm-Sidak p<0,05, n=12-16.

5.3 RESULTADOS DA SUPLEMENTACAO CONCOMITANTE A
INDUCAO DA OBESIDADE POR 28 E 56 DIAS

Apo0s estes experimentos realizados, surgiram questionamentos
relacionados ao tempo e inicio de intervencdo com o 6leo palmitoleico.
Entdo, iniciaram protocolos de suplementagdo realizados para investigar
0s possiveis efeitos preventivos da suplementacdo com 6leo palmitoleico
concomitante a inducdo de obesidade. Assim, foram adotados protocolos
com 28 dias (primeiro dia de dieta hiperlipidica junto com primeiro dia de
suplementacdo, que manteve até o final dos 28 dias) e 56 dias (primeiro
dia de dieta hiperlipidica junto com primeiro dia de suplementacéo, que
manteve até o final dos 56 dias). No segmento a seguir, serdo
apresentados os dados decorrentes desta proposta da exposi¢do ao 6leo
concomitante a inducéo de obesidade.
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54 VINTE E OITO DIAS DE DIETA HIPERLIPIDICA E
SUPLMENTACAO

Os dados apresentados a seguir referem-se a seis animais do grupo
28 HFD Oleo, pois dois animais foram retirados do protocolo
experimental por motivo de briga, e, portanto, prejuizo na homeostase
social da caixa. Estes dados foram comparados com 0s 12 animais que
passaram pelos 28 dias de exposicao a dieta hiperlipidica (HFD) isolada.

5.4.1 Massa corporal e consumo alimentar

Na Figura 21.A sdo apresentados dados de consumo alimentar em
gramas, o0 qual ndo apresentou diferenca estatisticamente significativa
(p<0,05) durante as quatro semanas de intervencdo, assim o éleo
palmitoleico ingerido no inicio da exposicdoa dieta hiperlipidica, grupo
28 HDF Oleo, ndo modificou o consumo alimentar em gramas, quando
comparado com HFD. A mesma auséncia de diferenca estatisticamente
significativa ocorreu quando comparado ao consumo quilocalérico
(Figura 21.B) e a massa corporal (Figura 21.C) do grupo 28 HFD Oleo e
HFD.

5.4.2 Tolerancia a glicose e sensibilidade a insulina

No 24° dia de tratamento, os animais foram submetidos ao teste de
tolerancia a glicose (Figura 22.A), o qual revelou melhora na tolerancia a
glicose nos animais que receberam dieta hiperlipidica e 6leo palmitoleico,
ou seja, diminuicdo estatisticamente significativa na concentracdo de
glicose sanguinea nos quatro pontos de coleta (15, 30, 60 e 120 minutos)
em relacdo ao grupo HFD. Aumento este que refletiu em uma area sob a
curva glicémica menor (11433+1700) no grupo 28 HFD Oleo quando
comparado com grupo HFD (34830+6258), esta diferenca foi
estatisticamente  significativa (p<0,05) (Figura 22.B). Assim, a
suplementacdo de 28 dias de 6leo palmitoleico com dieta hiperlipidica
atenuou os efeitos da dieta hiperlipidica sobre a tolerdncia a glicose.
Entretanto estes efeitos da suplementacdo n&o se estenderam a glicemia
de jejum dos animais (Figura 22.C), na qual ndo houve diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos 28 HFD Oleo e HFD. No 28°
dia de tratamento, os animais foram submetidos ao teste de tolerancia a
insulina (Figura 22.D). N&o houve diferenca estatisticamente significativa
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na sensibilidade a insulina durante teste ipITT. A auséncia de diferenca
foi confirmada pelo célculo da constante de decaimento, KITT, no grupo
HFD (1,7+1,0%) e 28 HFD Oleo (1,4+0,5%). Porém, este parametro foi
acompanho de reducéo da glicemia dos animais alimentados, no grupo 28
HFD Oleo (183,3+20 mg/dL) quando comparado com HFD (241+18
mg/dL), apds quatro semanas de tratamento (p<0,05) (Figura 21.E).

Figura 21 - Ingestdo em gramas.
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(A) ingestdo caldrica (B) massa corporal (C) ao longo de 28 dias de tratamento.
Utilizado teste t Student, p<0,05, n=6-12.

Figura 22 - Valores de glicemia durante o teste intraperitoneal de tolerancia a
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(A) e a respectiva area-sob-a-curva mg/dL em 120 minutos (B) e glicemia de jejum coletada no
teste apds 5 horas de jejum (C). Valores de glicemia durante o teste intraperitoneal de tolerancia
a insulina (D) e glicemia dos animais alimentados coletada no teste (E). Dados sdo média + DP.
Letra “b” indica diferenca estatisticamente significativa entre grupo que recebeu dieta
hiperlipidica (HFD) em relag&o ao grupo 28 HFD Oleo. Utilizado teste t Student, p<0,05, n=6-
12 por grupo.

5.4.3 Massa adiposa

Quando analisadas as massas das gorduras epididimal,
retroperitoneal e inguinal (Figura 23.A, B, C respectivamente), todas
apresentaram reducdo estatisticamente significativa (p<0,05) nos animais
28 HFD Oleo quando comparados com 0s animais que receberam somente
dieta hiperlipidica durante quatro semanas. A massa do tecido adiposo
epididimal (HFD 3,60,5g e 28 HFD Oleo 2,2+0,99); retroperitoneal
(HFD 2,5+0,4g e 28 HFD Oleo 1,620,7g) e inguinal (HFD 4,6+0,7g e 28
HFD Oleo 0,97+0,3g) tiveram menor desenvolvimento por efeito da
ingestdo com o6leo palmitoleico. Esta reducdo global no tecido adiposo
refletiu na diferenca do percentual de gordura dos animais, que no grupo
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HFD totalizou 17,49% enquanto que o grupo controle 28 HFD Oleo
apresentou 7,9% de gordura, diferenca estatisticamente significativa
(p<0,05), dados mostrados na (Figura 23.D).

Figura 23 - Massa de tecido adiposo epididimal.
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(A) Massa de tecido adiposo retroperitoneal (B) Massa de tecido adiposo inguinal (C). Percentual
de gordura (D). Dados sdo média + DP. Letra “b” indica diferenga estatisticamente significativa
entre grupo que recebeu dieta hiperlipidica (HFD) em relacio ao grupo 28 HFD Oleo. Utilizado
teste t Student, p<0,05, n=6-12 por grupo.

5.4.4 Perfil lipidico sério e hepatico

Foram analisados o perfil lipidico sérico dos animais no soro
coletado na eutanasia. Nao houve diferenca estatisticamente significativa
na concentracdo de triacilgliceréis (TG) circulante entre os grupos
controle e HFD e 28 HFD Oleo. (Figura 24.A). Entretanto, a
suplementacdo com 6leo rico em acido palmitoleico preveniu a esteatose
hepética em 28 dias de suplementagdo quando comparado com o grupo
HFD (p<0,05) (Figura 24.B). Por conseguinte, quando analisadas as
concentracdes de colesterol total, foi observado uma cinética diferente, na
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qual as concentragfes séricas apresentaram diferencas estatisticamente
significavas (p<0,05) (Figura 24.C). Ou seja, a suplementacdo com 6leo
rico em &cido palmitoleico preveniu 0 aumento das concentragdes de
colesterol total nos camundongos expostos a dieta hiperlipidica. Embora
0 efeito ndo permaneceu quando analisadas as concentragdes de colesterol
total no figado, ou seja, quando comparados HFD e 28 dias HFD 6leo,
ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre 0s grupos para
colesterol total hepatico (Figura 24.D).

Figura 24 - Concentragdo de triacilglicerdis séricos.
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5.5 CINQUENTA E SEIS (56) DIAS DE DIETA HIPERLIPIDICA E
SUPLMENTACAO

Os dados apresentados nesta sessdo referem-se a sete animais do
grupo 56 HFD Oleo, pois um animal fora retirado do protocolo
experimental por motivo de briga, e, portanto prejuizo na homeostase
social da caixa. Estes dados foram comparados com os dos 12 animais
expostos a dieta hiperlipidica (HFD) por 56 dias e 12 animais expostos a
dieta hiperlipidica por 28 e 28 dias recebendo 6leo palmitoleico somado
a dieta hiperlipidica (HFDO).

5.5.1 Massa corporal e consumo alimentar

Figura 25 - Ingestdo em gramas.
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(A) ingestéo caldrica (B) massa corporal (C), ao longo de 56 dias de tratamento. Utilizado teste
ANOVA de uma via com pos teste Holm-Sidak p<0,05, n=7-12.
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Na Figura 25.A sdo apresentados dados de consumo alimentar em
gramas, o qual ap6s 56 dias ndo apresentou diferenca estatisticamente
significativa (p<0,05), assim o dleo palmitoleico ingerido durante todo o
protocolo experimental no grupo 56 HDF Oleo, ndo modificou 0 consumo
alimentar em gramas, quando comparado com HFD e HFDO.

A mesma auséncia de diferenca estatisticamente significativa
ocorreu quando comparado ao consumo quilocalérico (Figura 25.B) e a
massa corporal (Figura 25.C) do grupo 28 HFD Oleo e HFD, assim, a
ingestdo de dleo palmitoleico por 56 dias, em conjunto com dieta
hiperlipidica ndo alterou o consumo nem massa dos animais, quando
comparados com HFD e HFDO.

5.5.2 Tolerancia a glicose e sensibilidade a insulina

No 52° dia de tratamento, os animais foram submetidos ao teste de
tolerancia a glicose (Figura 26.A), o qual revelou melhora na tolerancia a
glicose nos animais que receberam dieta hiperlipidica e 6leo palmitoleico,
estatisticamente significativa (p<0,05). Quando o 6leo palmitoleico foi
ingerido na segunda fase (HFDO) houve melhora somente na glicemia de
pico, no minuto 15. Entretanto, quando o dleo foi ingerido por 56 dias
houve melhora na tolerancia a glicose desde a avaliagdo no minuto 15,
30, 60 e 120, esta redugdo na concentracdo de glicose circulante durante
0 teste foi estatisticamente significativa (p<0,05) em relacdo ao grupo
HFD. A melhor tolerancia provocada pela suplementacdo com 6éleo
refletiu em drea sob a curva glicémica  menor
(10968+2588mg/dL/120min) no grupo 56 HFD Oleo quando comparado
com grupo HFD (147760+1849) e HFDO (13372+2313), esta diferenca
foi estatisticamente significativa (p<0,05) (Figura 26. B). Ademais, estes
efeitos da suplementagdo se estenderam a glicemia de jejum dos animais
(Figura 26.C). A menor glicemia de jejum ocorreu quando a
suplementacao iniciou apds 28 dias de dieta hiperlipidica no grupo HFDO
(170£24,5 mg/dL). Porém, os efeitos de reducdo na concentracdo da
glicemia de jejum foram potencializados quando a suplementacao ocorreu
de forma integral, 56 dias HFD + Oleo (146,3+37 mg/dL)(p<0,05)
quando comparados com grupo que recebeu somente dieta hiperlipidica
durante 56 dias (229+26 mg/dL). Assim, ambos os protocolos de
suplementacdo, somente na segunda fase do protocolo ou durante os 58
dias, atenuaram os efeitos da dieta hiperlipidica sobre a glicemia de jejum.

No 56° dia de tratamento, os animais foram submetidos ao teste de
tolerancia a insulina (Figura 26.D), cujos resultados revelaram auséncia
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de efeito 6leo sobre a sensibilidade a insulina nos animais expostos a dieta
hiperlipidica. A glicemia verificada nos pontos de coleta ap6s aplicacéo
de solucdo de glicose ndo apresentou diferenca estatisticamente
significativa (p<0,05) quando comparados os grupos HFD; HFDO e 56
HFD Oleo.

Figura 26 - Valores de glicemia durante o teste intraperitoneal de tolerancia a
glicose.
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jejum (C). Valores de glicemia durante o teste intraperitoneal de tolerancia a insulina (D) e
glicemia dos animais alimentados coletada no teste (E). Dados sdo média + DP. Letra “d” indica
diferenca estatisticamente significativa entre grupo que recebeu dieta hiperlipidica (HFD) em
relagio ao grupo HFDO e 56 HFD Oleo. Letra “b” indica diferenga estatisticamente significativa
do grupo 56 HFD 6leo quando comparado com grupo HFD e HFD Oleo. Utilizado teste ANOVA
de uma via, com pds teste Holm-Sidak p<0,05, n=7-12 por grupo. HFD grupo que recebeu
somente dieta hiperlipidica por 56 dias. HFD Oleo grupo que recebeu dieta hiperlipidica por 28 dias
e apds recebeu 28 dias dieta hiperlipidica e suplementacio com 6leo. 56 HFD Oleo grupo que recebeu
dieta hiperlipidica e suplementacdo com 6leo por 56 dias.

A constante de decaimento (KITT), quando calculada, também néo
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apresentou diferenca estatisticamente significativa entre os grupos (dados
ndo mostrados). Quando a glicemia dos animais alimentados foi avaliada,
este parametro também ndo apresentou diferenca, ndo houve efeito da
suplementacéo com 6leo, estatisticamente significativa (p<0,05) quando
comparados os grupos HFD; HFDO e 56 HFD Oleo (Figura 26.E).

5.5.3 Massa adiposa

Quando analisadas as massas das gorduras epididimal,
retroperitoneal, inguinal e o percentual de gordura (Figura 27.A, B, C, D
respectivamente), nenhum dos pardmetros apresentou redugdo
estatisticamente significativa (p<0,05) nos animais, independente do
protocolo de suplementacdo (somente na segunda fase, grupo HFDO ou
durante 56 dias, grupo 56 HFD Oleo) quando comparados com 0s animais
que receberam somente dieta hiperlipidica durante todo o protocolo.
Portanto, a ingestdo de 6leo néo foi capaz de prevenir ou atenuar o ganho
de massa adiposa induzida por dieta hiperlipidica.

5.5.4 Perfil lipidico sério e hepatico

Foram analisados o perfil lipidico sérico dos animais no soro
coletado na eutanésia. N&o houve diferenca estatisticamente significativa
na concentracdo de TG sérico (Figura 28.A) nem hepatico (Figura 28.B)
quando comparados os grupos HFD; HFDO e 56 HFD Oleo. Por
conseguinte, a suplementagdo com 6leo ndo preveniu ou atenuou o
acumulo de triacilglicer6is no soro nem no figado, induzidos por dieta
hiperlipidica. Entretanto, a suplementacdo com d&leo rico em é&cido
palmitoleico preveniu 0 aumento nas concentragdes séricas de colesterol
total (p<0,05) (Figura 28.C). Embora o efeito ndo permaneceu quando
analisadas as concentrac@es de colesterol total no figado, ou seja, quando
comparados HFD, HFDO e 56 dias HFD dleo, ndo houve diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos para colesterol total
hepatico (Figura 28.D.)
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Figura 27 - Massa de tecido adiposo.
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(A) Massa de tecido adiposo retroperitoneal (B) Massa de tecido adiposo inguinal (C). Percentual
de gordura (D). Foto representativa do grupo Controle do tecido adiposo epididimal (E) Foto
representativa do grupo HFD do tecido adiposo epididimal (F). Dados sao média + DP. Letra
“d” indica diferenca estatisticamente significativa entre grupo que recebeu dieta hiperlipidica
(HFD) em relagio ao grupo HFDO e 56 HFD Oleo. Utilizado teste ANOVA de uma via com pds
teste Holm-Sidak, p<0,05, n=7-12 por grupo.
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Figura 28 - Concentragdo de triacilglicerdis séricos.
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(A) Concentracdo de triacilglicerdis hepaticos (B) Concentragdo de colesterol sérico (C).
Concentragdo de colesterol hepatico (D). Dados sdo média + DP. Letra “z” indica diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos HFD e HFDO e 56 HFD Oleo. Utilizado teste

ANOVA de uma via com pos teste Holm-Sidak, p<0,05, n=7-16.

Tabela 8 - Resumo dos resultados.

HFD28e58 REVERS. HFD Oleo* 28 HFD Oleo # 5%;'(')?
L . N Preveniu x

IAdiposidade Induziu aumento Reverteu  N&o alterou desenvolvimento Néo alterou
[TG] sérico Né&o alterou  N&o alterou N&o alterou Nao alterou Nao alterou
[Colesterol . . . Atenuou
total sérico] Induziu aumento  Reverteu Reduziu  Preveniu aumento aumento
Este’atose Induziu Reverteu  Néo alterou Prever_uu Né&o alterou
hepatica desenvolvimento
queranCIa a Reduziu Reverteu  N&o alterou Preveniu redugdo Atenugu
glicose reducéo
§e_nsnb|_lldade Reduziu Reverteu  Aumentou N&o alterou Na&o alterou
a insulina
Insulinemia__ Induziu aumento  Reverteu Reduziu N&o avaliado  Né&o avaliado

* Quando comparado com grupo que recebeu somente dieta hiperlipidica por 56 dias
# Quando comparado ao respectivo grupo que recebeu somente dieta hiperlipidica por 28 dias.
REVERS.: Reversibilidade.



6 DISCUSSAO

6.1 FASE I: INDUCAO DA OBESIDADE

Os animais alimentados com dieta hiperlipidica obtiveram ganho
de massa corpdrea, tecido adiposo e maior percentual de gordura. Assim,
quatro semanas de exposi¢do a dieta promoveram o desenvolvimento de
um modelo viavel e reprodutivel de obesidade induzida por dieta
hipercaldrica e hiperlipidica em camundongos Swiss.

Além da inducéo da obesidade, observou-se também prejuizo no
metabolismo de carboidratos e lipideos: resisténcia a acdo da insulina, alta
glicemia de jejum, menor tolerancia a glicose, maior acimulo hepatico de
lipideos e aumento das concentragdes séricas de colesterol total. Embora
0s animais que receberam a dieta hiperlipidica tenham consumido uma
guantidade menor de racdo em gramas, e uma quantidade semelhantede
racdo em quilocalorias, eles apresentaram maior consumo de
quilocalorias provenientes de lipideos, especialmente gordura saturada.

O aumento do consumo energético nas duas primeiras semanas
contribuiu para o balango energético positivo e, consequentemente,
aumento da massa adiposa. Entretanto, o aumento de ingestdo energética
ndo é o Unico fator que favorece aumento da adiposidade, que pode estar
relacionada com a maior ingesta de lipideos, especialmente acidos graxos
saturados. Como demonstrado por Vessby et al. (2001) e Buettner et al.,
(2006), que avaliaram o efeito da ingestdo de dietas hiperlipidicas e
concluiram que as dietas compostas por banha de porco, contendo alto teor
de gordura saturada, sdo capazes de promover, de forma mais
pronunciada, obesidade e resisténcia a insulina quando comparadas as
dietas normolipidicas e normocaléricas.

O consumo de &cidos graxos saturados como o palmitico, presente
na banha de porco, comumente utilizado em dietas hiperlipidicas,
contribui diretamente para aumento da lipogénese e depésito de
microvesiculas de gordura no figado (BUETTNER et al., 2006). Portanto
a utilizacdo de dieta hiperlipidica por 4 semanas em camundongos Swiss
é capaz de promover um modelo experimental vidvel para o estudo da
obesidade e comorbidades associadas, informacdes estas condizentes com
a literatura (FUJITA; MAKI, 2015; YKI JARVINEN et al., 2014).
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6.2 FASE 1I: REVERSIBILIDADE DO QUADRO DE OBESIDADE E
INTERVENCAO COM SUPLEMENTACAO DE OLEO RICO EM
ACIDO PALMITOLEICO

A interrupcdo da dieta hiperlipidica e retorno a dieta padrdo
reverteu os efeitos metabdlicos da dieta em todos os parametros
analisados. Entre as consequéncias da retirada da dieta hiperlipidica estéo:
diminuicdo da massa corporal e adiposa; aumento da tolerancia a glicose
e sensibilidade a insulina, reducdo da insulinemia de jejum, reducdo da
esteatose hepética (concentragdes sérias e hepaticas de TG), reducdo nas
concentracBes séricas e hepaticas de colesterol total e reducdo no
percentual de gordura em todas os tecidos adiposos analisados.

A dieta hiperlipidica com 58% das Kcal provenientes de gordura
produziu efeitos metabolicos durante a Fase | e, estes efeitos,
permaneceram nos animais cuja exposicao a dieta foi mantida. Assim, é
esperado que a retirada do insulto de lipideos, fator causal das
perturbacGes metabdlicas, provoque a reversibilidade do quadro.

No grupo REV a reducdo da massa corporal e adiposa foi
acompanhada de aumento no consumo (em gramas) de ragdo e consumo
similar em Kcal, porém menor em Kcal proveniente de lipideos. Para a
redugdo da massa corporal, melhora na sensibilidade a insulina e redugéo
das concentragdes plasmaticas de colesterol total e TG, recomenda-se a
reducdo do consumo de gordura saturada, totalizando até 10% do valor
calérico diario (ABESO, 2016).

A reducdo na ingesta de gorduras, especialmente saturada, reduz a
sobrecarga e lipotoxicidade nas organelas celulares mitocondria e reticulo
endoplasmatico. A reducéo da sobrecarga diminui a produgéo de ERO e
ativacdo de vias pro-inflamatérias, que anteriormente prejudicavam a
sinalizacdo da via insulinica. Assim, a sensibilidade a insulina €
reestabelecida (PARK et al., 2017). No figado a sensibilidade a insulina
é acompanhada de reducéo da gliconeogénese, aumento da glicogénese e,
portanto, reducdo da glicemia de jejum. No musculo e tecido adiposo, a
sensibilidade & insulina promove a incorporacdo de transportadores
GLUT4 na membrana celular, por conseguinte a sinaliza¢do via insulina
melhora a captacdo de glicose nestes tecidos (THORENS; CHARRON;
LODISH, 1990).

O tecido adiposo, nestas condi¢des, além de receber menor teor de
lipideos da dieta, deixa de exportar em concentracfes patoldgicas os
acidos graxos que se acumulariam em tecidos ndo adiposos. Ademais, a
melhora na sensibilidade a insulina promove adipogénese, favorecendo
a hiperplasia de adipécitos e ndo a hipertrofia (ROSEN; SPIELGEMAN,
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2006).

A mudanca na qualidade da dieta, que fornece percentual adequado
de macronutrientes e Kcal parece realmente ser determinante para reverter
as complicagfes metabolicas apresentadas. Os animais dos grupos HFD
e REV ndo apresentaram diferencas nas Kcal ingeridas durante a maior
parte do tratamento. Somente na Ultima semana a ingestdo quilocalérica
foi maior no grupo REV.

Fato este que reforga a importancia da qualidade e densidade
energética das dietas, pois mesmo sem restricGes energéticas, 4 semanas
foram suficientes para reestabelecimento da normalidade dos pardmetros
avaliados. Estudos que utilizam a restri¢do calorica (RC), definida como
uma reducdo da ingestdo cal6rica abaixo do ad libitum, sem desnutri¢do
observam reducdo da gordura corporal, melhora na sinalizagdo da
insulina, dislipidemias e atenuacdo de danos oxidativos (PARK et al.,
2017).

O presente estudo, mesmo sem alterar significativamente o
consumo quilocaldrico total, atingiu este padrdo de resultados. Dietas
com alto teor de lipideos sdo pré- inflamatérias (BAER et al., 2004). A
alteracdo de dieta com menor teor de lipideos, por fornecer baixa
quantidade de gordura saturada e promover reducdo da massa adiposa,
pode interferir na expressao de genes pro-inflamatérios (MCP-1, TNF-a
e IL-1B) no figado e tecido adiposo e reduzir intermediarios lipidicos
(BAER et al., 2004). Assim, o quadro inflamatorio de baixo grau pode ser
revertido, que, consequentemente contribui para melhora na sensibilidade
a insulina, sinalizacdo que é diretamente afetada por citocinas pro-
inflamatdrias (FRAYN, 2002).

Outro mecanismo responsavel pelo menor acimulo de &cidos
graxos e utilizacdo dos mesmos como fonte de energia, esta envolvido
com a maior expressdo de genes envolvidos na oxidagdo de AG, como
CPT-1a e PPAR-a. Assim, h& a redugdo de lipideos circulantes, acimulo
no tecido adiposo e tecidos ndo-adiposos. Mecanismo este que pode estar
presente no modelo na reversibilidade, assim como observado em estudo
com RC de 15% (FAN et al., 2003).

A suplementacdo com dleo rico em palmitoleico ndo provocou
nenhuma alteracdo nos animais que receberam dieta padrdo ap6s inducéo
da obesidade. O reestabelecimento da normalidade dos pardmetros
metabdlico nos grupos Reversibilidade deram-se somente a mudanga da
composic¢do e qualidade da dieta. Nesta fase os animais foram avaliados
apenas apos 4 semanas de tratamento. Assim, no transcorrer das quatro
semanas a suplementacao pode ter exercido algum efeito temporério que
ndo pdde se detectado neste protocolo. Os efeitos da suplementacdo com
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6leo rico em &cido palmitoleico como tratamento das alteracfes
metabdlicas induzidas por dieta hiperlipidica envolvem: reducdo da
glicemia de jejum, aumentou a sensibilidade a insulina, redugdo da
insulinemia de jejum e reducdo da concentracao sérica de colesterol total.
A reducdo da glicemia de jejum no grupo HFO néo foi associada a maior
concentracao de glicogénio hepatico.

Estudo realizado em 2014 por Souza et al. indicou que a
camundongos tratados com HFD durante 12 semanas e tratados com
acido palmitoleico nas Ultimas duas semanas apresentaram reducao na
glicemia de jejum, melhora da tolerdncia & glicose e sensibilidade a
insulina, independente da ativagdo da via cléssica da insulina (IRS e Akt)
no figado. No mesmo estudo, o0s autores ndo observaram modulacéo das
enzimas envolvidas na gliconeogénese, somente na secrecdo de insulina.

Embora a suplementagéo com 6leo rico em &cido palmitoleico n&o
tenhainfluenciado a &rea sob a curva total durante o teste de tolerancia a
glicose, ocorreu retardo na glicemia de pico durante ipGTT. Este efeito
pode estar relacionado ao mecanismo de secre¢do de insulina de primeira
fase, no qual as vesiculas contendo o0 hormdnio sdo prontamente liberadas
pelas células p-pancreaticas (CAUMO; LUZI, 2004). E possivel que 0s
animais tratados com o 6leo apresentassem melhor secre¢cdo nos minutos
iniciais do teste. Contudo, isto ainda necessita ser demonstrado
experimentalmente. A maior sensibilidade a insulina no grupo
suplementado com 6leo rico em acido palmitoleico nos 28 dias finais de
exposicado a dieta é outro fator que pode auxiliar a explicar os resultados
do teste de ipGTT. Uma maior sensibilidade pode em potencial retardar
picos glicémicos por maior captagdo da glicose que entra na corrente
sanguinea nos minutos iniciais do teste. A maior captacéo de glicose no
musculo esquelético e no tecido adiposo depende de insulina, através da
translocacdo do transportador de glicose GLUT-4. Com resposta mais
eficiente destes tecidos, captando maior quantidade de glicose, reduzem
as concentracGes séricas e contribuem para reducdo da glicemia de pico
(DIMOPOULOS et al., 2006). A sensibilidade hepatica a insulina também
influencia a reducdo da glicemia de pico, pois a insulina estimula a
glicogénese. Neste efeito anabdlico as moléculas de glicose s&o
adicionadas a cadeia de glicogénio, estimulo que reduz a glicemia. Esta
via também é ativada no musculo esquelético pelo &cido palmitoleico, ou
seja, também contribui para a reducédo da glicemia (SOUZA et al., 2006).
Ambos os fatos de retardo na glicemia de pico e aumento da sensibilidade
a insulina interferem diretamente na producgdo de insulina na célula -
pancredtica. Nestas condi¢fes, menor quantidade de hormbnio €
necessario paraexercer efeitos biolégicos. No entanto, como o pico tardio
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de glicemia é equivalente ao do grupo HFD ndo tratado por 6éleo, €
possivel que distdrbios na secrecdo de insulina ou na sensibilidade ao
hormdnio ainda estejam presentes nos animais que receberam o 6leo.
Assim, existem diferentes mecanismos que necessitam de investigacao
adicional para podermos afirmar com maior exatiddo como a
suplementacdo com o Gleo, na configuracdo em discussdo, promoveram
os efeitos observados.

Quando células beta pancreaticas foram expostas a acido palmitico
e sua fungdo foi prejudicada, a exposi¢do ao acido palmitoleico aumentou
a producéo e secrecao de insulina, nas células beta (MAEDLER et al.,
2003). Ademais, o &cido palmitoleico promoveu uma maior secrecdo de
insulina das ilhotas pancreaticas, tanto em humanos quanto em
camundongos expostas a varias concentragdes de glicose (GRAVENA et
al., 2002).

O mesmo grupo de pesquisadores, Souza et al., (2016) reproduziu
0 modelo experimental, ou seja, camundongos tratados com HFD durante
12 semanas e tratados com &cido palmitoleico nas Ultimas duas semanas.
Por conseguinte, os animais também apresentaram melhora na tolerancia
a glicose e sensibilidade a insulina, independente da ativacdo da via
classica da insulina (IRS e Akt) no figado, entretanto os efeitos foram
acompanhados de aumento na secre¢do de insulina. No mesmo estudo, os
autores demonstraram que a captacdo de glicose foi afetada pela
expressdo de glicocinase nos grupos tratados com acido palmitoleico.
Assim, a suplementagdo nas duas Gltimas semanas de tratamento indica
uma melhor resposta a insulina e maior captacao de glicose no figado dos
camundongos HFD. Os autores também mostraram que a captacdo de
glicose hepética foi relacionada a maior fosforilagdo da AMPK em
animais suplementados com acido palmitoleico. Outros estudos
mostraram aumento da fosforilagdo da AMPK em adipécitos e
macréfagos expostos ao acido palmitoleico, assim, as células
apresentaram aumento no metabolismo oxidativo (BOLSONI-LOPES et
al., 2014; CHAN etal., 2015). A ativacdo da AMPK aumenta a glicélise, a
fosforilagdo oxidativa, a B-oxidacdo de &cidos graxos; enquanto inibe a
producédo de glicose e a sintese de proteinas relacionadas a sintese de
lipidios (HARDIE et al., 2012). Outros autores mostraram que o acido
palmitoleico melhorou a captacéo e oxidacdo de glicose no tecido adiposo
(BOLSONI-LOPES et al., 2014; CAO et al., 2008; YANG et al., 2011a)
e musculo esquelético (DIMOPOULOS et al., 2006). Entretanto, os
efeitos na captacdo de glicose hepética ainda néo estdo esclarecidos.

No presente estudo, a suplementacdo com acido palmitoleico ndo
reduziu o acimulo hepatico de TG nem reduziu as concentracfes séricas
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de TG, somente de colesterol total sérico. Souza et al., (2014) também
ndo encontraram alteracfes na esteatose hepatica, concentracdes séricas
de TG e colesterol total e LDL. Embora a suplementacdo com é&cido
palmitoleico tenha diminuido a inflamacgdo hepatica nos camundongos,
diminuindo os niveis de IL-18 e IL-12, reduzido os niveis de mRNA
hepatico e a proteina TLR4. Ademais, diminuiu a fosforilacdo da serina
de NFxB p65. Algo similar também foi demonstrado em outros estudos.
Guo et al., (2012) submeteu camundongos C57BL/6 a dieta hiperlipidica
(60%) por 12 semanas e nas Ultimas 4 semanas administrou palmitoleico
na dose de 600mg/Kg. Os pesquisadores ndo observaram reducdo da
concentracdo plasmética de TG que foi acompanhada de aumento da
esteatose hepatica, expressdo de mRNA para enzima FAS, responsavel
pela sintese de acidos graxos. Embora a suplementacdo tenha reduzido a
fosforilagdo NF-kB p65 e expressdo de citocinas pro- inflamatorios em
hepaticos.

Observamos que as concentragdes séricas de colesterol total foram
reduzidas no grupo que recebeu dieta hiperlipidica e 6leo rico em acido
palmitoleico. Os efeitos associados a reducéo do colesterol podem estar
relacionados a ligacdo do palmitoleico com ligantes de elementos
reguladores os receptores ativados por proliferadores de peroxissoma
(PPARS), reduzindo a expressdo de proteinas reguladoras de elementos
de esterdis (SREBPs) e promovendo ativacdo da proteina AMPK
(SOUZA et al., 2016). Estesefeitos estdo relacionados a adipogénese,
menor formagdo de VLDL hepatica e aumento da B- oxidagdo, por
conseguinte estes estimulos poderiam atuar na normalizacdo do perfil
lipidico sérico, reduzindo o risco cardiovascular (FERNANDEZ; WEST,
2005).

6.3 SUPLEMENTACAO CONCOMITANTE A INDUCAO DA
OBESIDADE POR 28 E 56 DIAS

A mudanca do protocolo experimental provocou mudancgas
importantes decorrentes da ingestdo com dleo concomitante a exposigdo
a dieta hiperlipidica. Inicialmente, no protocolo de 28 dias de
suplementagdo com 6leo rico em &cido palmitoleico foram observadas
alteragdes na prevencdo do ganho de massa adiposa; aumento da
tolerdncia a glicose e sensibilidade a insulina e prevencdo do
desenvolvimento de esteatose hepatica somada a redu¢éo da concentracéo
de colesterol total sérico.

Entretanto, com o protocolo de 56 dias de HFD e ingestédo de 6leo
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rico em &cido palmitoleico os efeitos ndo foram robustos quanto no
protocolo anterior. Observa-se que, ap6s 56 dias, a ingestdo de 6leo ndo
atenua o ganho de massa adiposa ou esteatose hepatica e ndo interfere nas
concentracBes de TG sérico ou colesterol total hepatico. Entretanto, a
suplementacdo com 6leo impede o aumento das concentragGes séricas de
colesterol total, melhora a tolerancia a glicose mesmo sem melhorar a
sensibilidade aparente a insulina.

No protocolo de 28 dias, mesmo os animais do grupo HFD e 28
dias HFD Oleo ndo apresentarem diferenca no consumo de dieta
hiperlipidica e massa corporal, a diferenca no percentual de gordura é
marcante. Assim, a suplementacdo com 6leo palmitoleico junto com a
exposicdo a dieta hiperlipidica preveniu o acimulo de massa adiposa.

O menor ganho de massa adiposa pode ser um fator importante que
contribuiu para o perfil glicémico dos animais suplementados com éleo.
Pois, a expansao do tecido adiposo na obesidade é um fator que influencia
0 desencadeamento do quadro inflamatério de baixo grau, observado em
individuos com menor sensibilidade & insulina (DUCKETT et al., 2014).
Assim, prevenir o ganho de massa influencia diretamente na producédo de
citocinas pré-inflamatérias e intermediarios lipidicos queirdo prejudicar
a sinalizagdo da via da insulina. Entretanto, neste modelo de
suplementacdo como prevencdo do desenvolvimento de distarbios
metabdlicos, a ingestao de 6leo rico em acido palmitoleico ndo aumentou
a sensibilidade a insulina.

A obesidade resulta do aumento no tamanho e no numero de
adipocitos. O balancgo entre adipogénese e adiposidade determina o grau
de obesidade do individuo. Adipdcitos maduros secretam adipocinas, tais
como TNFa, IL-6, leptina e adiponectina, e lipocina, o &cido palmitoleico
®-7. A producéo de adipocinas é maior na obesidade, o que contribui para
0 estabelecimento de resisténcia periférica a insulina. O alto teor de
gordura da dieta influencia a diferenciacdo dos pré-adipécitos em
adipocitos (adipogénese) e promovem obesidade. A ativacdo do fator de
transcricdo PPARy ¢é essencial na adipogénese. Como citado
anteriormente, o &cido palmitoleico pode se ligar em PPARs e pode,
assim, controlar a adipogénese. Além disso, esta ligagdo promove
ativacdo de vias de sinalizacdo, em adipocitos, regulando sua
diferenciacdo ou morte. Dessa forma, a composicao lipidica da dieta e os
agonistas de PPARy podem regular o balanco entre adipogénese ¢ morte
de adip6citos e, portanto, a obesidade (TZAMELI et al., 2004).
InvestigacOes relacionadas a suplementacdo com palmitoleico ainda estéo
sendo desenvolvidas. Estudo que observou a exposi¢cdo de &cido
palmitoleico em adipdcitos aumentou a lip6lise e a transcricdo de genes
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para CPT1 e B-oxidagdo (BOLSONI-LOPES et al., 2013). Assim, a
exposicdo do &cido palmitoleico, neste caso, contribuiu para que acidos
graxos fossem mobilizados e utilizados como fonte de energia.

O efeito protetor na homeostase glicémica derivado da ingestdo de
6leo rico em acido palmitoleico, encontrado no presente estudo é algo
ainda desconhecido na literatura, pois os estudos utilizaram &cido
palmitoleico apenas como tratamento. O &cido palmitoleico poderia
aumentar a tolerancia a glicose por aumentar a sensibilidade a insulina no
musculo esquelético e, consequentemente a translocacéo do transportador
de glicose, GLUT4 no musculo, oxidacdo de glicose e sintese de
glicogénio (CAO et al., 2008; DIMOPOULOS et al., 2006). Entretanto,
no presente estudo, quando a ingestdo de 6leo palmitoleico foi
concomitante a dieta hiperlipidica, ou seja, como preventivo, ndo foi
observada melhora na sensibilidade a insulina. Assim, quando a ingestao
de 6leo rico em acido palmitoleico foi utilizada com intuito de prevenir
perturbacGes na homeostase glicémica parece que outros mecanismos
podem atuar para aumentar a tolerancia a glicose, pois em ambos 0s
protocolos (28 e 56 dias) a toleréncia a glicose aumentou, com a redugdo
das glicemias de pico. Assim, a inibicdo da gliconeogénese e glicogendlise
hepéticas, aumento secre¢do de insulina, aumento na captacdo hepética
de glicose via AMPK, poderiam ser mecanismos responsaveis pela maior
tolerancia a glicose nos animais suplementados (BOLSONI-LOPES et
al., 2014; SAOUZA et al., 2016). Ha evidéncias que o prejuizo na fase |
de secre¢do de insulina é muito importante no desenvolvimento de
diabetes mellitus tipo Il. A insulina exerce feedback positivo na sua
prépria secre¢do, pela interagdo com seu receptor em células B
pancredticas e alteragcbes nesses mecanismos moleculares da via de
sinalizacdo insulinica sugerem uma associacdo entre resisténcia a insulina
e diminuicdo da secrecdo deste hormdnio (GRAVENA et al., 2002;
MAEDLER et al., 2003).

Estudos que avaliaram a sensibilidade hepatica a insulina e
esteatose hepatica em modelos com suplementacdo com é&cido
palmitoleico ainda apresentam resultados controversos (GUO etal., 2012;
SOUZA et al., 2014; SOUZA et al., 2016). Embora no protocolo de 28
dias a ingestdo de dleo impediu 0 acumulo acentuado de triacilgliceréis
no figado, no protocolo de 56 dias este dado ndo se repete. Ou seja, apds
56 dias o alto teor de lipideos da dieta parece predominar sobre o efeito
protetor da suplementacdo com 6leo rico em acido palmitoleico. Eventos
estes que reforcam a contribuicdo da lipotoxicidade no prejuizo a
sensibilidade a insulina e o papel do figado neste processo.

Entretanto, a suplementacdo com 6leo rico em acido palmitoleico
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parece ser efetiva na prevencéo do aumento das concentragdes séricas de
colesterol total. Apesar do estudo nédo analisar as fragdes do colesterol, a
menor concentracdo de colesterol total é um potencial indicador de
protecdo cardiovascular. Estudos em modelos animais com alterac6es no
perfil lipidico e com humanos dislipidémicos mostram resultados
controversos quandoos mesmos foram expostos ao acido palmitoleico. A
ingestdo de 6leo rico em cido palmitoleico atuou tanto na reducédo de TG,
colesterol total, LDL séricos, porém também ndo modificou estas
variaveis quando analisadas em humanos e modelos animais (YANG;
MIYAHARA; HATANAKA, 2011; GUO et al., 2012; BERNSTEIN;
ROIZEN; MARTINEZ, 2014). Estes estudos, assim como outros
publicados avaliaram os efeitos da ingestdo de acido palmitoleico como
tratamento. Ou seja, em humanos, modelos experimentais 0s animais ou
células séo induzidos a distdrbios metabdlicos prévios a exposicéo e, em
humanos, os estudos também sdo realizados em individuos com alguma
doenca.

No presente trabalho avaliamos o efeito protetor da ingestdo de
6leo rico em é&cido palmitoleico e os dados indicam ser uma estratégia
interessante para retardar ou atenuar os efeitos de uma dieta composta por
58% do valor energético proveniente de gordura, especialmente saturada.
Contudo, o presente estudo apresentou algumas limitagBes. N&o
realizamos dosagens das fracGes de colesterol sérico par saber em qual
delas os efeitos observados foram principalmente significativos. Também
n&o verificamos a incorporacdo do &cido graxo palmitoleico em amostras
bioldgicas dos animais suplementados e a presenca deste acido graxo nas
dietas utilizadas. Por conseguinte, ndo realizamos a acompanhamento
semanal ap6s modificacdo da dieta, no caso do grupo reversibilidade e da
suplementacdo no caso do grupo HFDO. Este acompanhamento poderia
ter revelado diferentes dindmicas das adaptacGes a alteragdo da dieta.
Apesar das limita¢Oes citadas, ndo acreditamos que elas comprometem ou
diminuem de alguma forma a relevancia dos principais achados do
trabalho.






7 CONCLUSOES

Concluimos que a ingestdo de o6leo rico em &cido graxo
palmitoleico na dose de 1g/kg de massa corporal por dia previne, atenua
e trata algumas alteragdes metabdlicas induzidas por dieta hiperlipidica.
Os efeitos da ingestdo parecem ser principalmente relacionados a
homeostase glicémica. Contudo, a eficicia da intervencéo é claramente
dependente do momento de inicio e duracdo da suplementacdo. Sendo
mais evidentes os resultados positivos quando a suplementagdo com 6leo
50% de &cido palmitoleico inicia junto com inducdo da obesidade por
dieta hiperlipidica. Desta forma, a ingestdo do 6leo atenua eficientemente
0 aparecimento de comorbidades relacionadas ao excesso de peso.
Portanto, estudos adicionais seriam importantes para o entendimento dos
mecanismos envolvidos nestes achados. Adicionalmente, estudos em
humanos séo relevantes para verificar a translagdo de alguns dos achados
e, futuramente, tracar estratégias de inser¢do desta intervencéo nutricional
em algumas situacdes de interesse clinico.
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