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RESUMO

CHAGAS, T. R. Efeito da ingestido de oleos fontes de acido palmitoleico sobre o tecido
adiposo de camundongos alimentados com dieta de cafeteria. 2019. Tese (doutorado em
Nutri¢do) — Programa de Pés-Graduagcdo em Nutrigdo, Universidade federal de Santa
Catarina, Floriandpolis, 2019.

O é4cido palmitoleico (AP) ¢ descrito na literatura como uma lipocina capaz de estimular
processos metabodlicos e desta maneira promover lipdlise em adipdcitos, atenuar disturbios
imunometabdlicos e aumentar a sensibilidade a insulina no musculo esquelético e reduzir o
acumulo de gordura no figado de camundongos. Assim, nds verificamos se a ingestdo de um
alimento que contém este acido graxo (6leo de macadamia) ou se a ingestdo de um odleo
enriquecido com 50% deste acido graxo pode ser uma estratégia terapéutica para mitigar os
efeitos de dietas de cafeterias, as quais sdo mais representativas para tendéncias alimentares
modernas. Para este trabalho, camundongos C57BL/6 foram divididos em quatro grupos:
alimentados com uma dieta padrdo, alimentados com dieta de cafeteria, alimentados com
dieta padrdo e suplementados com 6leo de macadamia ou 6leo enriquecido com 50% de acido
palmitoleico (l1g/kg de m.c. por via oral) e um ultimo grupo alimentados com dieta de
cafeteria e suplementados com 6leo de macadamia ou 6leo enriquecido com 50% de acido
palmitoleico, durante 16 semanas. Em um primeiro momento, foram adotados dois modelos
experimentais de dietas com diferentes composicdes (Dieta 1: 47% de kcal dos carboidratos,
39% de kcal de gorduras e 14% de kcal de proteinas e Dieta 2: 54% de kcal de carboidratos,
34% de kcal de gorduras e 12% de kcal de proteinas). Observamos que na dieta 1, a dieta de
cafeteria promoveu um aumento da adiposidade visceral, aumento da area dos adipdcitos e
aumento do colesterol total, sem efeito do 6leo de macadamia. Na dieta 2, a dieta promoveu
um aumento do colesterol total e um aumento somente do tecido adiposo retroperitoneal,
contudo o 6leo de macadamia promoveu um incremento adicional deste tecido e do tecido
epididimal e um aumento do triacilglicerol. Por outro lado, em um segundo momento, a
ingestdo do o6leo enriquecido com 50% de acido palmitoleico, preveniu o aumento do tecido
retroperitoneal e epididimal e atenuou alteracdes metabdlicas relacionadas a homeostase
glicémica de camundongos alimentados com uma dieta obesogénica. Portanto, a
suplementagdao com 6leo de macadamia (1g/kg/dia), quando associada com dieta de cafeteria
contendo maior percentual de agucares simples (Dieta 2), promoveu um aumento da gordura
visceral. Contudo, a ingestdo do 6leo enriquecido com &cido palmitoleico concomitante a
dieta 1 preveniu o aumento da adiposidade.

Palavras-chave: Acido palmitoleico, 6leo de macadamia, tecido adiposo, dieta de cafeteria.



ABSTRACT

CHAGAS, T. R. Effect of ingestion of palmitoleic acid source oils on adipose tissue of
cafeteria-fed mice. 2019. Thesis (Nutrition doctoral) — Nutrition Postgraduate Program,
Federal University of Santa Catarina, Floriandpolis, 2019.

Palmitoleic acid (PA) is described in the literature as a lipocin capable of stimulating
metabolic processes and thereby promoting lipolysis in adipocytes, attenuating
immunometabolic disorders and increasing insulin sensitivity in skeletal muscle and reducing
the accumulation of fat in the liver of mice. Thus, we analyzed whether the intake of a edible
oil containing this fatty acid (macadamia oil) or whether the ingestion of an oil enriched with
50% of this fatty acid may be a therapeutic strategy to mitigate the effects of cafeteria diets,
an experimental model to simulate Western diets. For this work, C57BL/6 mice were divided
into four groups: standard diet, cafeteria diet, supplemented with macadamia oil or oil
enriched with 50% palmitoleic acid (1g / kg mc orally) and one last group fed a cafeteria diet
and supplemented with macadamia oil or oil enriched with 50% palmitoleic acid for 16
weeks. Two experimental models of cafeteria diets with different compositions were used in
this study (Diet 1: 47% kcal from carbohydrates, 39% of kcal from fats and 14% of kcal from
proteins and diet 2: 54% of kcal from carbohydrates, 34% kcal from fats and 12% of kcal
from proteins). We observed that in the model 1, the cafeteria diet promoted an increase of the
visceral adiposity, increase of the adipocyte area and increase of total cholesterol, without
effect of the macadamia oil ingestion. In the model 2, the diet promoted an increase of total
cholesterol and an increase of retroperitoneal adipose tissue only, however macadamia oil
promoted an additional increment of this tissue and epididimal tissue and an increase of
triacylglycerol. On the other hand, in a second moment, ingestion with an oil enriched with
50% palmitoleic acid, to prevent the increase of the retroperitoneal and epididimal tissue and
attenuated metabolic changes related to glycemic homeostasis of mice fed an obesogenic diet.
Therefore, supplementation with macadamia oil (1g/kg of b.m./day), when associated with a
cafeteria diet containing a higher percentage of simple sugars (diet 2), promoted an increase in
visceral fat. However, the ingestion of palmitoleic acid enriched oil concomitant with the

cafeteria diet (diet 1) prevented the increase of adiposity.

Palavras-chave: Palmitoleic acid, macadamia oil, adipose tissue, cafeteria diet.
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1 INTRODUCAO

Segundo a organiza¢cdo mundial da saude (OMS) sobrepeso e obesidade sao definidos
como o acimulo anormal ou excessivo de gordura, que podem apresentar risco a saude, sendo
assim, principais fatores de risco para o desenvolvimento de doengas cronicas e aumento da
mortalidade (OMS, 2019). De acordo com um relatério da OMS publicado no ano de 2016,
mais de 1,9 bilhdes de adultos apresentam excesso de peso, destes, 650 milhdes tém
obesidade (OMS, 2019).

Alguns estudos sugerem que o consumo excessivo de energia alimentar ou uma dieta
rica em gordura saturada pode estimular o desenvolvimento da obesidade e desencadear
alteracdes imunometabolicas relacionadas com o tecido adiposo (SCHUTZ, FLATT,
JEQUIER, 1989; VANDEVIJVERE, 2015).

Considerando que a dieta tipica dos paises ocidentais ¢é rico em gordura, camundongos
alimentados com dieta de cafeteria (diferente de modelos hiperlipidicos que sdo mais
agressivos e lipotdxicos), fornecem um modelo mais representativo para se investigar a dieta
humana, possibilitando, um modelo de inducdo de obesidade adequado para identificar
intervengdes preventivas e terapéuticas no tratamento da obesidade humana (HIGA et al.,
2014; TANG et al., 2012; OBICI et al., 2012).

Por outro lado, outros estudos demonstraram que uma dieta com maior quantidade de
acidos graxos monoinsaturados (AGMI) podem auxiliar no controle do peso corporal, se
tornando uma estratégia eficaz para o controle de distarbios metabolicos induzidos pelo
excesso de ingestdo calorica (ARAPOSTATHI et al., 2011; GILLINGHAM, HARRIS-JANZ,
JONES, 2011).

Neste contexto, o acido palmitoleico (C16:1n-7), recebeu interesse significativo na
ultima década, comegando com a sua descricdo como uma lipocina, ou seja, um mensageiro
lipidico liberado no tecido adiposo com acdo bioldgica similar a de hormoénios, capaz de
aumentar a sensibilidade a insulina no musculo esquelético e reduzir o acimulo de gordura no
figado de camundongos (CAO et al., 2008).

Entretanto, este acido graxo € pouco obtido pela dieta, sendo encontrado em maior
abundancia no 6leo da noz de macadamia (~17-22%) e espinheira do mar (~43%) (CALDER,
2015; MAGUIRE et al., 2004).
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A maioria dos estudos publicados até o momento, investigando o potencial efeito deste
acido graxo sobre a adiposidade, utilizaram o acido palmitoleico isolado (AP), e seguiam
diferentes protocolos. Alguns estudos observaram a redugdo da inflamag¢ao em adipdcitos
incubados com 250 uM de AP, apresentando menor expressao de genes relacionados a via do
TLR4 (Receptores tipo Toll-like 4) (SHAW et al., 2013), enquanto macréfagos expostos ao
acido palmitoleico (600 pM) apresentaram menor expressdo de genes e citocinas
inflamatérias (SOUZA et al., 2017).

Outros estudos em cultura de adipdcitos mostraram maior fosforilagdo de AMPK
(Proteina cinase ativada por AMP) quando expostas ao acido palmitoleico (200uM e 0,5mM),
promovendo um aumento da lipdlise e do metabolismo oxidativo (BOLSONI-LOPES et al.,
2013; CHAN et al., 2015).

Estudos com animais demonstraram que o tratamento com acido palmitoleico (300
mg/kg/dia) durante 10 dias, concomitante a ingestdo de HFD (Hight fat diet) aumentou a
massa do tecido adiposo epididimal (eWAT) retroperitoneal (rWAT) assim como o indice de
adiposidade, apesar do aumento destes tecidos, houve a atenuacdo de distarbios
imunometabdlicos nestes camundongos (SOUZA et al., 2014).

Outro estudo realizado com camundongos, utilizando a mesma dose e tempo ndo
observou diferengas nas massas destes tecidos, mas demonstrou que o AP modulou fun¢des
metabolicas no figado e tecido adiposo, contudo, estes camundongos ndo estavam submetidos
a um ambiente obesogénico (BOLSONI-LOPES, 2013).

Um tnico estudo publicado até o momento, demonstrou que a suplementagdo (2
g/kg/de peso corporal) com 6leo de macadamia (OM) trés vezes por semana, durante 12
semanas, reduziu a hipertrofia do tecido adiposo em camundongos alimentados com HFD
quando comparado com o grupo que recebeu dieta padrdo, apesar deste resultado, foi
observado um incremento na massa do eWAT e rWAT, no grupo que ingeriu a HFD
concomitante a0 OM quando comparado com o grupo que ingeriu somente HFD (LIMA et
al., 2014).

Embora a relacdo entre a ingestdo de alimentos energéticos e obesidade seja bem
conhecida, os efeitos da ingestdo do 6leo de macaddmia, como fonte principal de acido
palmitoleico ou um o6leo enriquecido com 50% deste acido graxo sobre o tecido adiposo
visceral de camundongos expostos a dieta de cafeteria, ndo foram explorados, além disso,
nenhum destes estudos avaliou o perfil de acidos graxos das hemadcias ou tecido adiposo que

representam importantes indicadores exdgeno e enddgeno.
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Assim, neste estudo nds avaliamos o efeito da ingestdo de dois 6leos que apresentam
quantidades diferentes de acido palmitoleico (22% e 50%) sobre a adiposidade de

camundongos C57BL/6 expostos a dieta de cafeteria.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 DADOS EPIDEMIOLOGICOS SOBRE A OBESIDADE

A obesidade ¢ definida como acimulo anormal ou excessivo de gordura, podendo
apresentar risco a saude, sendo caracterizada, como uma doenga cronica de natureza
multifatorial, dentre os quais estdo os fatores ambientais, nutricionais e genéticos (BRASIL,
2007). Em 1948 a Organizacdo Mundial de Satide (OMS) caracterizou a obesidade como um
estado de “doenca” (JAMES, 2008).

Em estudos epidemioldgicos, o diagnostico do estado nutricional de adultos ¢ feito a
partir do Indice de Massa Corporal (IMC), obtido pela divisio do peso, medido em
quilogramas, pela altura ao quadrado, medida em metros (kg/m?) (OMS, 1995). Desta
maneira, o sobrepeso ¢ diagnosticado quando o IMC alcanga valor igual ou superior a 25
kg/m?, enquanto a obesidade ¢ diagnosticada com valor de IMC igual ou superior a 30 kg/m?
(OMS, 1995).

Considerando esta ferramenta de diagndstico, os dados publicados pela OMS no ano
de 2016, demonstraram que mais de 1,9 bilhdes de adultos apresentaram excesso de peso,
destes, 650 milhdes tinham obesidade (OMS, 2016).

Devido a importancia destas condicdes fisicas, um estudo multicéntrico, realizado
através da coleta de dados de voluntarios adultos e idosos, entre os anos 1990 a 2010 em 21
paises, verificou que o sobrepeso € a obesidade poderiam causar 3,4 milhdes de mortes e
diminuir em 4% os anos de vida, assim como diminuir (no mesmo percentual) os anos de vida
ajustados por incapacidade fisica (LIM, et al., 2010).

Pelo menos 2,8 milhdes de pessoas por ano morrem em consequéncia das doengas
relacionadas com a obesidade, sendo esta, considerada a principal causa de morte que poderia
ser evitavel, provocando um problema econdmico global (MISRA, KHURANA, 2008;
FINKELSTEIN et al., 2009; JIA, LUBETKIN, 2010).

Outro estudo epidemiologico demonstrou que o nimero de pessoas com sobrepeso e
obesidade aumentou globalmente de 857 milhdes em 1980 para 2,1 bilhdes em 2013 (NG et
al., 2014). Neste estudo, os pesquisadores realizaram uma andlise de tendéncia abrangente da
prevaléncia global do sobrepeso e obesidade em adultos e criangas, entre 1980 e 2013, em 188
paises, sendo que o Brasil se encontrava na quinta posi¢ao com maior numero de obesos (NG

et al., 2014). Foi observado que em paises desenvolvidos ou em desenvolvimento, os homens
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apresentaram maior prevaléncia para obesidade, principalmente entre adultos de 20 a 40 anos
(NG et al., 2014).

Para complementar o estudo acima, os dados da Vigitel publicados no ano de 2017,
demonstraram que 54% dos brasileiros estavam acima do peso, sendo maior entre homens
(57,3%) do que entre mulheres (51,2%). A frequéncia de adultos obesos foi de 18,9%, sem
diferenca entre os sexos. Em ambos os sexos, a frequéncia da obesidade foi menor nos adultos
com até¢ 34 anos de idade (VIGITEL, 2017).

Dentre todas as capitais brasileiras e o Distrito Federal, Florianopolis apresenta 15%
de adultos com obesidade (VIGITEL, 2017).

Neste contexto, sobrepeso e obesidade sdo considerados importantes fatores de risco
para uma série de doencas cronicas nao transmissiveis (DCNT), incluindo diabetes tipo II
(DM2), doengas cardiovasculares e cancer, além de outras complicagdes como artrose,

colelitiase, artrite, cansago e refluxo esofagico (ABALLAY etal., 2013; NG et al., 2014).

2.2 FATORES ETIOLOGICOS DA OBESIDADE

A partir da segunda metade do Século XX, ambientes favordveis a ocorréncia de
desnutricdo e doengas infecciosas tém sido gradativamente substituidos por um cendrio
obesogénico, apropriado para ocorréncia de DCNT relacionadas ao consumo excessivo e/ou
inadequado de alimentos e a pratica insuficiente de atividade fisica (WHO, 2003). Tal cenério
pode ser observado em paises desenvolvidos ou em desenvolvimento, incluindo o Brasil
(POPKIN, GORDON-LARSEN, 2004).

Estudos sobre a tendéncia de mudancas nos padrdes alimentares da populagdo
brasileira nas ultimas décadas indicam a elevacdo do consumo de alimentos processados e
industrializados e redu¢do do consumo de fibras como, leguminosas, raizes, tubérculos, frutas
e hortalicas (LEVY-COSTA et al.,, 2005; LEVY-COSTA et al.,, 2012). As principais
alteragdes observadas, foram no aumento do consumo de alimentos com alto valor energético,
baixo teor de nutrientes e altos teores de sddio e de gorduras saturadas, gorduras trans e
carboidratos refinados (LEVY-COSTA et al., 2005; LEVY-COSTA et al., 2012).

Um estudo realizado por Pereira e colaboradores, utilizando os dados de consumo
alimentar da populagdo brasileira, coletados pela Pesquisa de Orcamentos Familiares (POF)
de 2008-2009 demonstrou um aumento do consumo de gordura saturada, agucares simples,

alimentos processados e diminui¢do na disponibilidade e consumo de alimentos minimamente
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processados em comparacdo com a POF anterior (2002-2003) (PEREIRA et al., 2012;
MONTEIRO et al., 2010) destacando a grande participacdo das carnes vermelhas, 6leos,
gorduras, refrigerantes, doces, pao branco, bebidas alcoolicas e refeicoes prontas (ENES,
SILVA, 2009).

Em concordancia com os dados acima, outro estudo, realizado por Claro e
colaboradores no ano de 2013, observou que adultos brasileiros apresentaram excesso no
consumo de alimentos fonte de gordura saturada, industrializados, processados e ultra
processados (CLARO et al., 2013).

O consumo de aglcar da populacdo brasileira excede em mais de 50% o limite
maximo recomendado pela OMS, de 10% das calorias totais (WHO, 2013; LEVY, CLARO,
MONTEIRO, 2012). A frequéncia do consumo de refrigerantes e sucos artificiais ¢
semelhante ao observado nos Estados Unidos da América em 2011, que foi de 26,3%
(KUMAR et al., 2014). Tais evidéncias reforcam para o aumento do consumo de gordura
saturada e agucares livres no padrdo do consumo alimentar da populagdo brasileira (LEVY,
CLARO, MONTEIRO, 2010).

Aliado a estes fatores, a frequéncia da pratica de atividade fisica no tempo livre
(equivalente a 150 minutos de atividade moderada por semana) foi de 37%, sendo maior entre
homens (43,4%) do que entre mulheres (31,5%) (VIGITEL, 2017).

Além do consumo excessivo e/ou inadequado de alimentos, associado a pratica
insuficiente de atividade fisica, sugere-se que o desenvolvimento da obesidade poderia ter
origem nos primeiros estagios da vida, isto €, durante o periodo fetal, por consequéncia de um
mecanismo de programacdo, estimulando numerosos processos nutricionais, hormonais,
fisicos e psicoldgicos, que irdo agir em periodos criticos da vida e definirdo certas fungdes
fisiologicas (TOUNIAN, 2011).

Portanto, ndo ha divida de que a obesidade ¢ uma doenga cronica, complexa e
multifacetada, relacionada com diferentes fatores etioldgicos, incluindo componentes
genéticos e endocrinos (VAN DER KLAAUW, FAROQI, 2015).

Como descrito anteriormente, o IMC, ¢ a ferramenta mais utilizada para diagnosticar a
obesidade em estudos populacionais, entretanto, esta técnica ¢ apenas um substituto para
avaliacdo da adiposidade corporal, pois ndo fornece uma medicdo precisa da composicao
corporal (PRENTICE, 2001).

Neste sentido, o desenvolvimento de ferramentas para aferir com maior precisdo a

composi¢do corporal, incluindo a densitometria por dupla emissdo de raios-X (DEXA),
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pletismografia por deslocamento de ar ou bioimpedancia elétrica, permitiram a classificagdo
dos individuos de acordo com um grau aproximado para sua verdadeira adiposidade
(BLUNDELL et al., 2014).

Os pontos de corte, frequentemente utilizados na literatura para avaliar o percentual de
gordura corporal para classificacdo de sobrepeso sdo de, 20,1 a 24,9% para homens ¢ 30,1 a
34,9% para mulheres e para a classificacdo de obesidade ¢ de >25% para os homens e 235%
para mulheres (WELLENS et al., 1996, GALLAGHER et al., 2000; DEURENBERG et al.,
2001; BOSY-WESTPHAL et al, 2006; ROMERO-CORRAL et al., 2007, ROMERO-
CORRAL et al., 2008; OKORODUDU et al., 2010).

Além da quantidade de gordura corporal, a distribuicdo desta gordura no organismo,
também ¢ importante para o desenvolvimento de patologias associadas com a obesidade
(RODRIGUEZ et al., 2007).

Assim, nas ultimas décadas, alguns mecanismos moleculares e bioquimicos
relacionados com as alteragdes da massa do tecido adiposo foram identificados e vem sendo
utilizados para o entendimento dos fatores relacionados com o desenvolvimento destes tecidos

que orquestram a homeostase energética (MUELLER, 2014).

2.3 TECIDO ADIPOSO

Até o final de 1980, o tecido adiposo (TA) foi considerado um simples 6rgdo de
armazenamento energético (na forma de triacilglicerol), isolante térmico e protetor de drgaos
contra danos mecanicos (ZHANG et al.,1994).

Posteriormente, algumas evidéncias (principalmente a partir da identificag¢do da leptina
em 1994) definiram este tecido como um importante 6rgdo enddcrino, capaz de secretar
diferentes hormdnios e citocinas, podendo influenciar o metabolismo sistémico e desta forma,
organizar a adaptacdo sist€émica as mudangas na disponibilidade de nutrientes (ZHANG et
al.,1994; ; KERSHAW; FLIER, 2004; TRAYHURN, 2007; GUILHERME, 2008).

O tecido adiposo branco (TAB), ou unilocular, apresenta em seu interior, uma grande
quantidade de lipidios, suas células apresentam forma de esfera, e desempenham importantes
fungdes no armazenamento energético, bem como outras fungdes vitais, como a regulagdo do
metabolismo, imunidade, resposta a lesdo ou a produgcdo de hormonios, citocinas

inflamatorias e quimiocinas (OUCHI et al., 2011).
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Este tecido ¢ divido em dois depdsitos principais: gordura visceral e gordura
subcutanea, que diferem no perfil da expressdo génica e origem embriondria (BERRY et al.,
2013; CHAU et al., 2014; GERHARD et al., 2014).

O depdsito subcutaneo apresenta algumas fungdes, incluindo o armazenamento de
lipidios, secrecdo de adipocinas, como a leptina e adiponectina com efeitos metabolicos,
dentre eles, a oxidacdo lipidica, aumento da agdo da insulina e fungdes anti-inflamatorias (MA
et al., 2015).

Em contraste, a gordura visceral em quantidade aumentada, esta associada a sindrome
metabolica, resisténcia a insulina e complicagdes cardiometabdlicas (MATHIEU et al., 2010).

Os diferentes efeitos dos depdsitos de gorduras subcutinea e visceral, sdo
exemplificados pelas caracteristicas do virus da imunodeficiéncia humana, associados a
lipodistrofia (CARR et al., 1998). Esta sindrome ¢ caracterizada pela perda da gordura
subcutanea (lipoatrofia) em detrimento do aumento da gordura visceral (lipohipertrofia), que
estd associada com o aumento do risco de desenvolver doenga cardiovascular (DCV) e DM2
(BEVILACQUA etal., 2009; ALVES et al., 2014; FINKELSTEIN et al., 2015).

A funcdo da gordura subcutanea ¢ alterada em pessoas obesas, onde a massa excessiva
desta gordura ocorre junto com disfun¢ao tecidual, hipertrofia dos adipdcitos, e a diminuigdo
da adipogénese e angiogénese (PATEL; ABATE, 2013).

O tecido adiposo ¢ composto principalmente por adipdcitos (que compreendem
aproximadamente 35 a 70% da massa adiposa (FRUHBECK, 2008), e, em menor quantidade,
por fracdes do estroma vascular que incluem pré-adipdcitos, células-tronco, parede vascular,
células endoteliais, macrofagos (ETO et al., 2013), linfocitos (LOLMEDE et al., 2011),
eosinofilos (SCHIPPER et al., 2012), neutrofilos (ELGAZAR-CARMON et al., 2008),
mastocitos (ANDERSON et al., 2010), e células progenitoras hematopoiéticas (DE TONI et
al., 2011).

A capacidade do TA de se expandir ou reduzir depende principalmente dos adipdcitos,
pré-adipocitos e células-tronco com capacidade regenerativa (BAPTISTA et al., 2015). Em
consequéncia, a obesidade est4 associada com o aumento da massa do TAB pelo aumento do
nimero e tamanho dos adipocitos (SPALDING et al., 2008).

Os pré-adipocitos localizados dentro do TA, podem se diferenciar em adipdcitos
maduros durante toda a vida, permitindo a expansao do tecido para um maior armazenamento,

quando necessario (GRAY; VIDAL-PUIG, 2007).
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Adipoécitos maduros, normalmente aumentam o tamanho durante periodos de balanco
energético positivo, como na alimentacdo excessiva e estilo de vida sedentario, causando
hipertrofia (GRAY; VIDAL-PUIG, 2007). A expansao patoldgica do TA durante o ganho de
peso € acompanhada por fibrose e inflamagao, que, em ultima instancia, promovem alteragdes
metabolicas associadas a obesidade (GRAY; VIDAL-PUIG, 2007).

Nos ultimos anos vem sendo discutido sobre a descoberta de um perfil de adip6citos
que induzem a processos termogénicos, chamados adipocitos bege (do inglés, "brite” ou
“marrom-like” ou “inducible Brown”) que em condi¢des basais, apresentam baixa quantidade
de moléculas tipo proteinas desacopladoras — 1 (UCP-1 do inglés: Thermogenin ou
Uncoupling Protein-1, esta molécula atua interrompendo ou desacoplando o fluxo de elétrons
da cadeia respiratdria, gerando calor), entretanto, quando estimulados, promovem o aumento
na expressdo desta molécula, gerando maior consumo de energia (HARMS; SEALE, 2013,
GIRALT; VILLARROYA, 2013).

A origem dos adipdcitos bege residentes no TAB vem sendo foco de grande debate na
literatura (KIM; PLUTZKY, 2016). Os adipocitos bege, assim como os brancos, sdo
provenientes do TAB, porém, acredita-se que surgem a partir de um tipo de células
precursoras diferentes (WU et al., 2012).

O tecido adiposo bege pode exercer atividade tanto como adipdcito branco ou como
adipdcito marrom, dependendo dos estimulos ambientais, como por exemplo, temperaturas
frias e sinalizagdo [-adrenérgica sdo dois fortes estimulos para o desacoplamento
mitocondrial de ambos os adip6citos, bege e marrom, contudo, cada tipo de adipdcito pode ter
um progenitor distinto (HARMS; SEALE, 2013).

Em um estudo publicado no ano de 2014, foi destacado, que os adipdcitos bege
poderiam estar estreitamente relacionados com o tecido muscular liso, no entanto, o preciso
desenvolvimento da ascendéncia de cada linhagem ainda ndo esta esclarecido (LONG et al.,
2014).

O tecido adiposo marrom (TAM) ou multilocular, ¢ outro tipo de TA existente em
mamiferos, ¢ constituido por diversas goticulas (vactolos) de gordura, que se espalham por
todo o citoplasma e suas células sdo menores que as do TAB (HARMS; SEALE, 2013).

Ressalta-se que o TAB e TAM eram os tnicos tipos de adipdcitos conhecidos antes da
recente descoberta do bege (LONG et al., 2014). Contudo, o TAM também esta envolvido
com a manuten¢do da homeostase metabolica, particularmente, ¢ mais abundante em recém-

nascidos, entre suas caracteristicas, destaca-se a alta vascularizagdo, rico em mitocondrias e
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com elevado niimero de moléculas UCP-1, além de sua funcdo termogénica, o TAM contribui
para o metabolismo sistémico em virtude da razao do alto gasto energético (SHIMIZU et al.,
2015).

Desta forma, o TAM apresenta basicamente fungdes distintas ao TAB, ou seja, €
especializado na produgdo de calor (termogénese), enquanto o TAB armazena o excesso de
energia em forma de triacilglicerol (SAELY et al., 2012) conforme pode ser observado na

tabela 1.

Tabela 1 - Principais caracteristicas dos diferentes tipos de adipdcitos.

ADIPOCITO FUNCOES MORFOLOGIA  DEPOSITO / LOCAL RELACAO DA
PRIMARIAS DAS (FREQUENTEMENTE LINHAGEM
GOTICULAS EM CAMUNDONGOS)
DE LIPIDIOS
Branco Estoque lipidico Unilocular Subcutaneo (inguinal) Controverso (podem
visceral (epididimo, derivar de células
mesentérico, tronco
retroperitoneal) mesenquimais)
Bege Estoque lipidico e Multilocular Dispersos dentro do Relacionado com o
desacoplamento tecido adiposo branco tecido muscular liso
mitocondrial Depositos de tecido )
Subcuténea > visceral
(inguinal)
Marrom Desacoplamento Multilocular Interescapular e pescogo Relacionado com o
mitocondrial (interescapular até a idade  musculo esquelético
adulta)

Adaptado de Di Spirito; Mathis, 2015.

Alguns autores relatam que quantidades aumentadas de TAM estdo relacionadas com
menor peso corporal, entretanto, este tecido esta presente em menor propor¢ao nos adultos,
considerando que este tecido diminui, assim como sua atividade funcional, com o processo de
envelhecimento e quando o peso corporal aumenta, como na obesidade (SAELY et al., 2012;
PENG et al., 2015; SHIMIZU et al., 2015).

A medida que envelhecemos a adiposidade e especialmente o porcentual de gordura
corporal aumentam, enquanto a massa magra e a densidade mineral 6ssea diminuem (ENZI et
al., 1986). Outra mudanga importante ¢ que a massa de gordura tende a ser preferencialmente
distribuida na regido abdominal, um fendmeno reconhecido em ambos os sexos e tem sido
associado com a resisténcia a insulina e maior risco de desenvolver doencas cardiovasculares,
DM2 e cancer (KOHRT, HOLLOSZY, 1995; BARZILAI, GUPTA, 1999; ST-ONGE, 2005;
SANCHIS-GOMAR et al., 2015).
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O envelhecimento também promove a redistribuicdo de gordura fora dos reservatorios
normais do TA, com a acumulagdo ectdpica de lipidios ocorrendo nao somente em depositos
viscerais, mas também no figado ou musculo, entre outros tecidos e 6rgaos (TCHKONIA et
al.,, 2013). Este fendmeno estd relacionado a um maior risco de desenvolver distirbios
cardiometabodlicos (SHIMIZU et al., 2015).

A massa do tecido adiposo ¢ determinada pelo balango energético entre o estoque
liquido de gordura nos adipocitos (originalmente dos lipidios da dieta (exdgeno) ou por
precursores nao lipidicos, principalmente, carboidratos) e a oxidacdo da gordura total
(SCHUTZ, 2004).

Todavia, o balango entre a gordura estocada e oxidada ¢é progressivamente
interrompida durante o envelhecimento, com a capacidade dos tecidos de oxidar gordura
diminuindo gradativamente (ENZI et al., 1986). O aumento da adiposidade no
envelhecimento pode também ser devido, a um balango energético cronico positivo durante
toda a vida associada a diminui¢do da atividade fisica e a taxa metabolica basal, que nado foi
acompanhada por reduc¢des proporcionais do consumo energético (ENZI et al., 1986).

Estd bem estabelecido na literatura, que o risco de desenvolver um quadro de
obesidade, aumenta com a idade (VILLAREAL et al., 2005; CANNING et al, 2014). Por
outro lado, a obesidade e os disturbios metabolicos, relacionados com esta situagdo clinica
podem acelerar o processo de envelhecimento e levar a mortalidade precoce (AHIMA et al.,
2000; TZANETAKOU et al., 2012). Ambas condi¢des, obesidade e envelhecimento, estao
associados com o risco aumentado de desenvolver doencas cardiovasculares, diabetes tipo 2,
dislipidemia, hipertensdo e mortalidade (NORTH, SINCLAIR, 2012; CHEN, TSENG, 2013).

A obesidade e o envelhecimento também compartilham uma associagdo com
inflamacdo de baixo grau, resisténcia a insulina, concentragdes aumentadas de proteinas pro-
coagulantes no local do tecido e sistemicamente, bem como a deposi¢do ectopica de lipidio,
com subsequente lipotoxicidade (XU et al., 2003).

A capacidade do TA de conseguir aumentar através da expansdo dos adipdcitos
existentes (aumento do tamanho das células - hipertrofia) e/ou proliferar e diferenciar novos
adipdcitos (aumento no numero de células - hiperplasia), por sua elasticidade, o torna
“singular”, além disso, a contribuicdo de cada processo € como isso ocorre quando sao
utilizados modelos de dietas que induzem a obesidade ¢ uma &rea em curso e de intenso

debate (TCHKONIA et al., 2013).
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2.4 TECIDO ADIPOSO BRANCO - ALTERACOES MORFOLOGICAS E BIOLOGICAS

2.4.1 Expansiao do tecido adiposo: hiperplasia e hipertrofia

O crescimento do TA é um processo bioldgico fortemente regulado, uma vez que,
tanto o excesso (sobrepeso e obesidade) quanto a parcial ou total auséncia (lipodistrofia) de
tecido estdo associados com distarbios metabolicos (ARNER et al., 2010). A massa do TA ¢
determinada por dois mecanismos singulares descritos anteriormente: hipertrofia e hiperplasia
(ARNER et al., 2010).

Os progenitores das células de gordura sdo definidos durante o periodo pré-natal, por
conseguinte, o nimero de adipocitos aumenta apds o nascimento e durante a adolescéncia,
que representam periodos criticos para o subsequente desenvolvimento da obesidade,
entretanto esta condi¢do pode variar um pouco durante a vida adulta, onde o TA cresce
principalmente por hipertrofia dos adipdcitos, como pode ser observado na figura 1

(SPALDING et al., 2008; ARNER et al, 2013).

Figura 1 - Hiperplasia e hipertrofia dos adipécitos durante a Vida
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Fig. 1 - Cé¢lulas progenitoras do tecido adiposo se originam no periodo pré-natal. Durante a infancia e
adolescéncia, o tecido adiposo cresce principalmente pelo aumento do numero de adipécitos (hiperplasia),
sobretudo, ap6s o nascimento € no periodo pré-pubere. A proliferagdo dos adipdcitos diminui durante a
adolescéncia e permanece estavel durante a idade adulta, quando inicialmente o tecido adiposo se expande pelo
aumento do tamanho dos adipdcitos (hipertrofia). Traduzido e adaptado de Amaia et al., 2015.

Pode-se questionar se a obesidade ¢ o resultado da hipertrofia ou hiperplasia, portanto,
¢ importante destacar que a hipertrofia é o principal contribuinte para a expansdo do tecido
adiposo, a fim de satisfazer a necessidade do acumulo de gordura com a progressdao da

obesidade. Enquanto a hiperplasia contribui menos com este aumento, porque este processo
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normamente ocorre em células pequenas com menor capacidade de armazenamento de
gordura (JO et al., 2009; HEINONEN et al., 2014).

Contudo, na obesidade, a hiperplasia pode ser correlacionada com propriedades
metabolicas menos agressivas ao organismo, enquanto a hipertrofia esta associada com o
desenvolvimento de distirbios imunometabolicos e aumento do risco de desenvolver doengas
cardiovasculares (ARNER et al., 2010; HEINONEN et al., 2014; HOFFSTEDT et al., 2010).
Neste sentido, sugere-se que a hipertrofia na gordura visceral ¢ metabolicamente mais ativa
do que na gordura subcutdnea (TCHOUKALOVA et al., 2010).

Na adipogénese, pré-adipdcitos se diferenciam em adipdcitos em resposta ao fator de
crescimento semelhante a insulina tipo 1 (IGF-1) lipidios, glicocorticoides, grelina entre
outros sinais (RODRiGUEZ et al., 2009; ROSEN et al., 2000). Estes fatores estimulam uma
cascata de proteinas sinalizadoras envolvendo a C/EBP (Proteinas de ligacdo potenciadoras
CCAAT), PPARYy (Receptor ativado por proliferadores de peroxisoma y), SREBP-1 (proteinas
de ligacao de elemento regulador de esterol 1-c) e outros fatores de transcrigdo a aumentar a
expressdo de genes especificos em células adiposas (TCHOUKALOVA et al., 2010).

Na hipertrofia, o volume dos adipocitos aumentam pela acumulacdo excessiva de
triacilglicerol, resultado da esterificacao de trés acidos graxos livres (AGL) com um glicerol
3-fosfato (denominada lipogénese) sobre circunstancias de um balanco energético positivo,
como o excesso caldrico, ou excesso de acidos graxos saturados (por exemplo, acido
palmitico, acido estedrico) associado a um estilo de vida sedentario (FRUHBECK et al.,
2014).

Por outro lado, dietas ricas em carboidratos simples, promovem o estimulo de vias
metabolicas que fornecem substratos e estimulam a sintese de enzimas lipogénicas para a
formag¢do de d4cidos graxos, chamada, lipogénese de novo (AMEER et al, 2014).
Adicionalmente, a glicose “per se” pode promover a lipogénese pelo estimulo da secrecdo de
insulina no pancreas e pelo aumento da captacdo de glicose através da translocagcdo do
transportador de glicose 4 (GLUT4, do inglés glucose transporter 4) do citoplasma para a
membrana plasmética (HANEY et al, 1991; AMEER et al., 2014).

Neste sentido, Gustafson e colaboradores (2015) descrevem que a insulina participa
como um importante regulador da hipertrofia nos adip6citos, mas nao da hiperplasia, uma vez
que sdao encontrados baixos niveis do receptor da insulina em pré-adipdcitos (GUSTAFSON

et al, 2015).



26

Fatores transcricionais relacionados com a lipogénese neste tecido, estdo associados
com a ativagdo do PPARYy que estimulara a diferenciacdo dos adipdcitos e estoque de acidos
graxos ou inibi¢do de genes que induzem a lipdlise e a liberacdo de 4cidos graxos livres
(COCK, HOUTEN, AUWERX, 2004). Estimulo da proteina de ligacdo ao elemento
responsivo a carboidratos (ChREBP) que promove a atividade de enzimas lipogénicas e
estimula a expressdo génica dessas enzimas envolvidas na lipogénese de novo. Receptores X do
figado (LXRs) que regulam a expressdo de genes e enzimas envolvidas no metabolismo do
colesterol e na sintese de acidos graxos, como por exemplo, nas SREBPI-c, dacido graxo
sintase (FAS), esteroil-CoA desaturase-1 (SCD-1), Acetil-CoA carboxilase (ACC) (REPA et
al., 2000; FLOWERS, NTAMBI, 2009; HERMAN et al., 2012).

Particularmente, a expressdo do SREBP-1c esta elevado em condi¢des de alta ingestao
energética, consequentemente, os niveis deste fator de transcricao e lipogénese sdo reforcados
no figado e TA (SHIMANO, 2009; YABE et al., 2003).

O SREBP-Ic ativa a lipogénese mediada por insulina, enquanto o glucagon, proteina
cinase A e proteina cinase ativada por AMP (AMPK) inibem o SREBP-1c. Assim, os niveis
de glicose no plasma afetam a expressao de enzimas lipogénicas por estimulo da liberagao de
insulina e inibi¢do da liberacdo de glucagon pelo pancreas. O efeito da insulina sobre a
expressdo de genes lipogénicos ¢ regulado via SREBP-lc em hepatdcitos e adipdcitos
(AMEER et al., 2014).

Além de papel chave na regulacdo da expressao génica de enzimas lipogénicas, o SREBP-
1 regula a deposicdo de triacilglicerois no figado. Contudo, distarbios no balango energético
estimulam a ativacdo do SREBP-lc, desencadeando uma lipotoxicidade em varios tecidos
(YAHAGI et al., 2002). Tem sido relatado que o SREBP-1c esta envolvido na esteatose hepatica e
disfuncdo das células-P pancreaticas (YAHAGI et al., 2002; TAKAHASHI et al., 2005).

Em conjunto, estes fatores, demonstram a importancia da capacidade do TA em
estocar acidos graxos, como um mecanismo de defesa para prevenir a lipotoxicidade em
outros tecidos que possam desencadear disfungdes imunometabolicas (MINEHIRA et al.,
2004). Uma vez que a capacidade de defesa do TA pode estar prejudicada na obesidade,
limitando o desenvolvimento adicional de massa de gordura (ORTEGA et al., 2010).

Assim, mudancas na capacidade de armazenamento e mobilizagdo lipidica nos
adipdcitos, representam elementos importantes para a disfuncdo metabdlica do organismo

(AMEER et al., 2014).
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Em pacientes obesos, o aumento do tamanho dos adipocitos, principalmente da
gordura visceral, estd associado com a fung¢do mitocondrial prejudicada, mutacdes nas
proteinas de membrana, aumento da morte celular e inflamagdo, que contribuem para o
desenvolvimento de disturbios metabolicos associados com a obesidade, como dislipidemias e
alteracdes no metabolismo da glicose e a resisténcia a insulina (HEINONEN et al., 2014;

HOFFSTEDT et al., 2010).

2.4.4 Hipoéxia no tecido adiposo

A hipoxia dentro do TA, associada com a resposta inflamatoria exacerbada, pode
conduzir a doencas relacionadas com a obesidade (TRAYHURN; WANG; WOOD, 2008,
TRAYHURN; WOOD, 2004).

Parte da base para utilizagdo desta definicdo se deve a limitada vascularizacao do
tecido adiposo na obesidade e a observacdo de que o fluxo sanguineo para o tecido nao
aumenta em pessoas obesas (SKURK et al., 2007). Ou ainda, em detrimento da hipertrofia, os
adipocitos podem apresentar diametro semelhante ou maior do que a distancia normal da
difusdo do oxigénio sobre o tecido. Diante disso, a pressdo parcial de oxigénio (pOz) pode ser
proximo de zero a 100um do fornecimento de sangue (SKURK et al., 2007, BRAHIMI-
HORN; POUYSSEGUR, 2007).

Alguns estudos em modelos experimentais com animais demonstraram redugdo (de
trés a cinco vezes) da pO2 no TA retroperitoneal de camundongos obesos (ob/ob) ou
alimentados com uma dieta rica em gordura, quando comparados com camundongos magros
(YE et al., 2007, RAUSCH et al., 2008, SUN et al., 2013).

Em um destes estudos citados acima, utilizando modelo de obesidade e técnicas de
imunocoloragdo, foi demonstrado que os macréfagos recrutados no TA estdo localizados nas
areas de hipoxia do tecido (RAUSCH et al., 2008), demonstrando uma associacao direta entre
a hipdxia e inflamacao, uma vez que o principal papel dos macrofagos nos depdsitos de
gordura ¢ digerir adipdcitos mortos ou que estejam em processo de degradacdo, sugerindo
uma relagdo entre a diminui¢do de O> (oxigénio), apoptose e sobrevivéncia celular (CINTI et
al., 2008).

Outras caracteristicas incluem o aumento das concentragdes de lactato, assim como o
aumento da expressdao do gene que codifica o transportador de glicose 1 (GLUTI1) que ¢

amplamente utilizado como um marcador molecular de hipdxia, uma vez que a expressao



28

deste gene ¢ estimulada pela diminui¢do de pO> (HOSOGALI et al., 2007, RAUSCH et al.,
2008, YE et al., 2007).

Além disso, existe o aumento na quantidade do fator indutor de hipoxia alfa (HIF-1a)
que esta envolvido na resposta celular a hipdxia, além de codificar proteinas envolvidas numa
multiplicidade de processos celulares, incluindo a utilizacdo de glicose, inflamagdo,
metabolismo da matriz extracelular e apoptose (RAUSCH et al., 2008, YE et al., 2007,
SEMENZA, 2003, HOPFL, OGUNSHOLA, GASSMANN, 2004, KENNETH; ROCHA,
2008, ROCHA, 2007).

2.4.5 Adipocinas

O tecido adiposo, como descrito inicialmente, ¢ reconhecido atualmente como um
orgio capaz de sintetizar e secretar centenas de citocinas, chamadas de adipocinas (FEVE et
al., 2016). Estas moléculas, quando secretadas, exercem fungdes pleiotropicas sobre a
regulacdo na captagdo e utilizagdo da glicose, do metabolismo lipidico, nos processos
inflamatorios e angiogénese (FEVE et al., 2016).

Ao longo dos ultimos vinte anos, tém-se demonstrado progressos considerdveis em
relagdo a fisiologia do sistema endocrino e do TA (com descobertas de citocinas,
interleucinas, adipocinas, adiponectinas), entretanto, ¢ desafiador, compreender sua
complexidade biolégica e implicagdes fisiopatologicas (FEVE et al., 2016). A complexidade
desta area ¢ documentada por recentes pesquisas protedmicas, que indicam que o TA humano
pode secretar mais de 700 proteinas diferentes (FEVE et al., 2016).

As adipocinas regulam importantes processos biologicos em diferentes regides do
organismo (como o cérebro, figado, musculo esquelético, pancreas) e em diferentes sistemas
(cardiovascular, imunoldégico e enddcrino) conforme ilustra a figura 2. Isso pode explicar a
estreita ligacdo entre a obesidade e as complicagdes cardiovasculares, metabdlicas e
imunologicas (BLUHER, MANTZOROS, 2015; SAHIN-EFE, KATSIKERIS,
MANTZOROS, 2012).
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Figura 2 - Variadas func¢des bioldgicas reguladas por adipocinas
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Fonte: Traduzido e adaptado de FEVE et al, 2016.

A produgdo de muitas adipocinas esta desregulada na obesidade e pode agir sobre os
disturbios do apetite, saciedade e nas mudancgas da distribuicdo do TA, secrecdo de insulina,
sensibilidade a insulina, gasto energético, funcdo endotelial, angiogénese, inflamagao, pressao
arterial, homeostase, fungio osteoarticular e reproducio (BLUHER, 2009).

Evidéncias mostram alta secrecdo de adipocinas e mediadores inflamatorios em
individuos obesos, contribuindo para a formacgdo de estado subinflamatorio crdnico
(BOESING et al., 2010; FAIN, 2010; GALIC; OAKHILL; STEINBERG, 2010; PARDINA et
al., 2010; SOLA et al, 2009).

Consequentemente, estas citocinas revelam perspectivas promissoras para conduta nas
morbidades relacionadas a obesidade (BLUHER, MANTZOROS, 2015). Além disso,
adipocinas ndo sdo necessariamente derivadas de adipdcitos, mas também a partir de outros
tipos de células presentes no TA (que representam menos da metade do numero total de

células presentes neste tecido), de células imunolédgicas (como, macrdfagos, linfocitos,
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granulécitos, mastocitos), ou células endoteliais e fibroblastos (BLUHER, 2009; BLUHER,
MANTZOROS, 2015).

Leptina e adiponectina sdo derivados principalmente de adipocitos, enquanto que
citocinas pro-inflamatorias (como a IL-1B, IL-6 ¢ TNF-a) sdo produzidas principalmente por
macrofagos e células do sistema imunologico, além disso, o perfil de células secretadas deste
tecido heterogéneo pode ser diferente, de acordo com a localizagdo dos depositos de gordura
(FEVE et al, 2016).

Estas adipocinas, em nivel plasmatico, estdo relacionadas com a resposta inflamatoria
na obesidade, particularmente a IL-6 estimula a produgdo de proteinas de fase aguda (PFA),
como a proteina C-reativa (PCR) e a inibi¢ao da producao de Albumina (DU CLOS; MOLD,
2004; PETERS et al., 2010).

Investigacdes confirmam o perfil pro-inflamatério em obesos, caracterizado como
inflamacdo de baixo grau, que ¢ evidenciado por maiores concentragdes plasmaticas de
adipocinas, tais como PCR, TNF-a, IL-6, quando comparado a individuos ndo obesos
saudaveis. TNF-a e IL-6, por exemplo, suprimem a sintese de adiponectina e induzem a
producdo de leptina e outros mediadores inflamatérios (SIMONS et al., 2007).

O estado inflamatorio sistémico resultante exerce um importante papel no
desenvolvimento das comorbidades associadas a obesidade (GALIC; OAKHILL;
STEINBERG, 2010). A elevacdo das concentragcdes plasmaticas destas adipocinas esta
associada a maiores concentragdes plasmaticas de colesterol total, triglicerideos e insulina,
bem como glicose sanguinea no jejum, comparado a individuos ndo obesos (BOESING et al.,
2010; FAIN, 2010; PARDINA et al., 2010; SOLA et al., 2009).

Os efeitos negativos da obesidade sobre o sistema imunologico estdo associados com
as modifica¢des na arquitetura do tecido linfoide e sua integridade, desencadeando alteragdes
da populacdo linfocitaria e fenotipos celulares com caracteristicas inflamatorias

(KANNEGANTI, DIXIT, 2012).

2.4.6 Alteragoes Imunometabdlicas no tecido adiposo

A obesidade causada pela hipertrofia e/ou hiperplasia do TA, estd associada com o
aumento da infiltragdo de macrofagos, neutrdfilos, células espumosas, as células T e B,
mastdcitos, e células dendriticas no TA (ELGAZAR-CARMON et al., 2008; LIU et al., 2009;
SHAPIRO et al., 2013, WEISBERG et al., 2003, WU et al., 2011). Adicionalmente, com o
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aumento da morte celular, desencadeado pelo recrutamento de macrofagos, que formam
estruturas caracteristicas tipo “crown-like” em torno das células de gordura (CINTI et al.,
2005, STRISSEL et al., 2007).

Neste contexto, a hipertrofia do adipdcito induz a producdo de quimiocinas que
promovem o recrutamento de mondcitos pré-inflamatorios circulantes, que se diferenciam em
macrofagos com fendtipo M1 (CURAT et al, 2004; DI GREGORIO et al., 2005;
KEOPHIPHATH et al., 2010; LUMENG; BODZIN; SALTIEL, 2007, LUMENG et al.,
2007).

Por outro lado, em um estado “magro” o TA demonstra um nimero consideravel de
células T reguladoras (Treg) que expressam a transcri¢cao do fator Foxp3 (forkhead box P3), e
estas células vém sendo sugeridas para diminuir as respostas pro-inflamatorias e o
recrutamento de macrofagos M1 pela liberagcdo de IL-10 (ODEGAARD, CHAWLA, 2011).

Complementarmente, as células T auxiliares tipo 2 apresentam caracteristicas de
regular a abundancia de macréfagos M2 no tecido adiposo através da secregdo de IL-4 e IL-
13, gerando uma resposta anti-inflamatéria (ODEGAARD, CHAWLA, 2011).

Na obesidade, células T auxiliares tipo 1 e citotoxicas (CD8+) contribuem para a
disfungdo metabolica estimulando macréfagos M1 a liberar citocinas com caracteristicas pro-
inflamatérias como INFy, TNFa e IL-6 (YANG et al., 2010; NISHIMURA et al., 2009).

O aumento na expressao de células com caracteristicas pro-inflamatorias, também,
pode ser devido, ao aumento das quantidades de outros fatores, incluindo acidos graxos livres,
colesterol e lipopolissacarideos que se ligam e ativam vias de sinalizacdo através do TLR4
(WANG et al., 2008; KOSTELI et al., 2010; OLEFSKY, GLASS, 2010; CARICILLI et al.,
2011).

Com o aumento da produg¢do de citocinas a partir de macréfagos M1 (TNF, IL-6, e IL-
1), em conjunto com a redu¢do de sinais anti-inflamatorios, caracteristicos dos macrofagos
M2 (IL-10), ocorre um incremento da disfuncdo do TA com consequente diminuicao da
sensibilidade a insulina (PATSOURIS et al., 2008).

Diante disso, os macréfagos podem ser estimulados por pelo menos dois mecanismos
independentes:

1) Pela ligagao do acido palmitico, a receptores de superficie celular tipo “toll-like”
especificamente TRL2 e TRL4, que estimula a produgdo de citocinas através de mecanismos

dependentes do fator de transcricdo nuclear NFkB (KRATZ et al., 2014).
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2) Pela ativagdo do PPARy induzido pela incorporacdo do acido palmitico, que
desencadeia o metabolismo lipidico e os limites da inflama¢do (KRATZ et al., 2014).

O saldo destas duas vias determina respostas pro ou anti-inflamatorias dos macrofagos
para uma disfun¢do metabolica (KRATZ et al., 2014).

Sumariamente, a amplificagdo da inflamacdo desencadeada pela hipertrofia e
hiperplasia dos adipdcitos, estimula o TA a diminuir a sensibilidade a insulina como uma
tentativa de defesa, gerando um microambiente catabdlico que se contrapde a lipogénese
(HOTAMISLIGIL, 2006). Contudo, esta situagdo estimula o acimulo ectopico de gordura,
intolerancia a glicose e dislipidemia (TCHERNOF, DESPRES, 2013).

Neste contexto, identificar substancias que modulem processos imunometaboélicos, sao
importantes ferramentas que possam ser utilizadas para diminuir o aparecimento ¢

agravamento de doencas relacionadas com a obesidade.

2.6 MODELO EXPERIMENTAL

Para reproduzir a etiologia, e os resultados das doencas relacionadas com a obesidade,
sdo comumente realizados ensaios pré-clinicos adotando modelos experimentais, com a
integragdo de alimentos palatdveis e com densidade energética elevada (BUETTNER et al.,
2006, CESARETTI; KOHLMANN, 2006, GHITZA et al., 2006).

Em particular, camundongos C57BL/6 sdao amplamente utilizados em pesquisas que
envolvem o estudo de doengas imunometabolicas e para testar novas substincias terapéuticas
(BUETTNER, SCHOLMERICH, BOLLHEIMER, 2007).

A disponibilidade de um modelo animal bem caracterizado pode ser util para
investigar aspectos celulares e moleculares envolvidos no desenvolvimento e progressao de
varias disfungdes metabolicas (CESARETTI; KOHLMANN, 2006).

Embora os modelos pré-clinicos de obesidade, que incluem alteragdes genéticas,
fornecam insights valiosos sobre as bases bioquimicas da obesidade, modelos de obesidade
induzido por dieta, sdo mais representativos para se estudar a obesidade observada nos seres
humanos (KENNEDY et al., 2010; JPHONSON, MAKAWSKI, 2015).

Dietas ricas em sacarose, dextrose, frutose, gordura ou qualquer destes elementos
combinados, promovem mudangas importantes no metabolismo dos carboidratos, resultando

em resisténcia a insulina e diabetes tipo 2, ganho de peso e aumento da adiposidade,
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dislipidemia e hipertensao arterial em roedores (CESARETTI; KOHLMANN, 2006; KOHLI
etal., 2010; CUNHA et al., 2007; CALLIGARIS et al., 2013).

Contudo, grande parte das investigacdes sobre o desequilibrio energético, responsavel
pela maior parte da obesidade humana, foi realizada utilizando modelos experimentais de
obesidade induzido por dietas ricas em gordura saturada (~60%), conhecidas também como
Hight fat Diet (HFD) (KENNEDY et al., 2010).

Tradicionalmente, estas dietas sdo compostas, por banha, em maior quantidade (~51%)
e 6leos, em menor quantidade (~6%), apresentando maior lipotoxicidade (KENNEDY et al.,
2010).

Por outro lado, existem outros modelos experimentais de dieta, conhecidas como
dietas de cafeteria ou cafeteria diets, que refletem com maior precisdo a dieta ocidental,
através da oferta de alimentos altamente energéticos e palataveis (SCLAFANI, SPRINGER,
1976; ROTHWELL, STOCK, 1979).

Neste modelo, ¢ oferecido aos animais uma dieta altamente palatavel, com densidade
energética elevada, promovendo hiperfagia voluntaria que resulta em um répido ganho de
peso, aumento da massa gorda e alteragdes dos parametros glicémicos, como a glicose e a
insulina (MORRIS et al., 2008; CAIMARI et al., 2010; HEYNE et al., 2009). Heyne e
colaboradores (2009) demonstraram que quando a palatabilidade da dieta ¢ melhorada, a
disfun¢do metabdlica pode ser exacerbada devido a hiperfagia voluntaria.

Entretanto, outros estudos demonstram que ratos alimentados com uma dieta
altamente palatavel podem diminuir a frequéncia e a quantidade alimentar em resposta a
homeostase e a ingestdo energética total, por estarem saciados (ALMIRON-ROIG et al.,
2013; SOUTH et al., 2014).

Outros estudos, se baseiam na hipotese da influéncia da proteina na dieta, sugerindo
que a ingestdo energética total pode ser impulsionada pelo declinio do teor de energia da
proteina da dieta e que os animais consomem o alimento, principalmente para atingir um alvo
calorico proteico (HAWLEY et al., 2016; FELTON et al., 2009; SORENSEN et al., 2008;
RAUBENHEIMER AND SIMPSON, 1997).

Apesar destes fatores, a dieta de cafeteria ¢ considerada o modelo mais eficaz para
reproduzir as alteracdes observadas na obesidade humana, como resisténcia a insulina,
intolerancia a glicose e inflamagdo, quando comparadas com HFD. (ROTHWELL, STOCK,
1979; MITTELMAN et al., 2000; SAMPEY et al., 2011; SAMPEY et al., 2012; MACEDO et
al., 2012; BRANDIMARTI et al., 2013; ZEENI et al., 2015).
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Alguns modelos de dieta de cafeteria incluem a exposi¢do dos animais a diferentes
alimentos altamente palataveis, ricos em carboidratos simples e gorduras saturadas. Contudo,
sao modelos dificeis de padronizar, dependendo da regido, pode existir a variagdo do
conteudo nutricional, ou que cada animal mostre uma preferéncia alimentar diferente,
desencadeando diferengas fenotipicas (SMYTH, HERON, 2006; CORDAIN et al., 2005).

Para minimizar estes fatores, Higa e colaboradores (2014) desenvolveram uma dieta
de cafeteria, contendo alimentos processados e ultraprocessados, com quantidades
substanciais de gordura, actcar, proteinas e baixo teor de fibras, simulando uma dieta humana
ocidental, fornecida na forma de pellet. Este estudo demonstrou que esta dieta, foi mais
eficiente em estimular a disfun¢do metabolica, induzir a hipertrofia dos adipdcitos, hiperfagia,
hiperglicemia, intolerancia a glicose e resisténcia a insulina em camundongos C57BL/6
quando comparados com o grupo que recebeu HFD.

Neste contexto, entender como os macronutrientes estdo envolvidos no processo
obesogénico ¢ desafiador, aliado a isso, a utilizagdo de um modelo pré-clinico de inducao de
obesidade mais representativo para as tendéncias alimentares modernas, pode ser util para
identificar intervengdes preventivas e terapéuticas no tratamento de obesidade humana, ou
mesmo, entender mecanismos moleculares envolvidos nesta situagdo clinica (HIGA et al.,

2014; SAMPEY et al., 2011).

2.7 ACIDOS GRAXOS MONOISATURADOS — NOVOS ALVOS TERAPEUTICOS

Muito progresso tem sido realizado para compreensdo de processos inflamatorios e
metabolicos em tecidos metabolicamente ativos, contudo, ainda ¢ uma questdo mal
compreendida (JOHNSON, MILNER, MAKOWSKI, 2012).

A resolugdo desta questdo ¢ importante porque vias celulares e moleculares reguladas
por metabdlitos, como mediadores lipidicos bioativos, podem apresentar importantes alvos
terapéuticos (JOHNSON, MAKOWSKI; 2015).

Dentre estes mediadores lipidicos, os acidos graxos (AGs) podem influenciar muitas
propriedades celulares, resultando em alteragdes metabdlicas, expressdao de genes, capacidade
de resposta aos hormonios e producdo de substincias biologicamente ativas, desta maneira,
estimulando fungdes fisioldgicas a saude e bem-estar (CALDER, 2015).

Acidos graxos sdo 4cidos carboxilicos compostos, em sua maioria, por uma cadeia

hidrocarbdnica longa, ndo ramificada e com numero par de dtomos de carbono, podendo ser
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saturados ou conter uma ou mais duplas ligacdes (insaturagdes) e sdo classificados como AG
de cadeia curta (2 a 4 carbonos), média (6 a 10 carbonos) e longa (acima de doze carbonos)
(SOUZA, MATSUSHITA, VISENTAINER, 1998).

Sao os principais componentes dos triacilglicerois, fosfolipidios e outros complexos
lipidicos, estes lipidios e seus componentes sdo amplamente encontrados na natureza
(CALDER,2015).

Diferentes células, membranas, ¢ fosfolipidios apresentam diferentes composigdes de
AGs, e estes podem ser influenciados por alguns fatores, dentre eles, pela propria dieta, ao
mesmo tempo que, diferentes alimentos contém diferentes tipos de AGs (CALDER,2015).

Alguns AGs sdo capazes de regular a expressao ou atividade de fatores de transcri¢ao
e/ou individualmente, apresentam agdes especificas proprias, estes efeitos permitem que os
AGs regulem processos metabdlicos e inflamatérios (CALDER, 2015). Desta maneira, ¢
evidente que AGs, apresentem uma gama de atividades biologicas gerais e especificas

conforme ilustrado na figura 3.

Figura 3 - Esquema relacionando o impacto da exposicio do acido graxo sobre as respostas celulares,
teciduais e mecanismos associados.
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Fonte: Traduzido e adaptado de Calder, 2015.
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Entre os AGs encontrados na natureza, os acidos graxos monoinsaturados (AGMI),
sdo classificados por conter uma dupla ligagdo em sua cadeia, além disso, possuem pontos de
fusdo mais elevados que acidos graxos poli-insaturados ¢ podem ser liquidos na temperatura
ambiente, semissélidos ou sélidos quando refrigerados (GILLINGHAM, HARRIS-
JANZ, JONES, 2011).

Altas proporgdes plasmaticas de acidos graxos saturados (AGS) e baixas proporcdes
de 4cidos graxos monoinsaturados (AGMI) e poli-insaturados (AGPI) estdo fortemente
associadas com a obesidade (MICALLEEF et al., 2009; KIM et al., 2010, FERNANDES et al.,
2013). Adicionalmente, o desequilibrio entre AGS e AGMI podem estimular fatores de
transcrigdo a promover a lipogé€nese de novo, a biossintese de colesterol e a dessaturagao do
estearoil-CoA (LEE et al., 2015; ABBOTT et al., 2012).

Em 2010, pesquisadores da Organizacdo das Nagdes Unidas para Alimentacdo e
Agricultura juntamente com a OMS, recomendaram que a ingestdo de AGMI deveria ser de
15-20% do valor energético, de acordo com a ingestiao de gordura total, ao contrario de outros
acidos graxos que tem uma recomendagao limite, a ingestdo de AGMI deve ser determinada
através do calculo da diferenga: AGMI (% energia) = Gordura total (% de energia) - 4cidos
graxos saturados (% de energia) - acidos graxos poli-insaturados (% de energia) - acidos
graxos trans (% de energia). Assim a ingestdo de AGMI variara em relacdo a gordura total e a
composi¢do de acidos graxos da dieta (FAO/WHO, 2010).

Estruturalmente, os AGMI mais comuns encontrados na natureza, sao o acido oléico
(ou 18: 1n-9) e o 4cido palmitoleico (também chamado de palmitoleato ou 16: In-7 ou 16:
lo-7), ambos apresentam predominantemente isomeria cis (GILLINGHAM, HARRIS-
JANZ, JONES, 2011).

Em comum com outros AG o acido palmitoleico (AP) circula na corrente sanguinea
como componente de lipidios complexos (triglicerideos, fosfolipidios, ésteres de colesterol,
dentro de lipoproteinas e na forma livre (CALDER, 2015). No TA humano existem
importantes reservas de AP, que contribuem com mais de 5% dos AGs (WALKER;
BROWNING, 2015).

Este AG ¢ pouco obtido pela dieta, sendo encontrado em maior abundancia no 6leo da
noz de macadamia (~17-22%) e espinheira do mar (~43%) (MAGUIRE et al., 2004;
CALDER, 2015). Pode ser sintetizado no tecido adiposo ou figado, pela dessaturacao-A9 do
acido palmitico, catalisado pela SCD-1 (CAO et al., 2008). Altas concentragdes de PA podem


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gillingham%20LG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21308420
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Harris-Janz%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21308420
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Harris-Janz%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21308420
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jones%20PJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21308420
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gillingham%20LG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21308420
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Harris-Janz%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21308420
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Harris-Janz%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21308420
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jones%20PJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21308420
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inibir a atividade desta enzima, enquanto AGSs, sacarose, frutose e dlcool podem estimular a
atividade desta enzima (CAO et al., 2008).

Observou-se que camundongos deficientes desta enzima foram protegidos contra
alteragdes da sindrome metabdlica (MACDONALD et al.,, 2008). Com base em tais
observagdes, o acido palmitoleico (AP) recebeu interesse significativo na ultima década,
comecando com a sua descricdo como uma lipocina, ou seja, um mensageiro lipidico liberado
no tecido adiposo com agdao bioldgica similar a de hormodnios, capaz de aumentar a
sensibilidade a insulina no musculo esquelético e reduzir o acumulo de gordura no figado de
camundongos (CAO et al., 2008).

Posteriormente, houve maior aten¢do sobre a relevancia do papel fisioldgico deste
acido graxo. Contudo, para investigar seus potenciais efeitos, a maioria dos estudos
publicados até o momento, utilizam o acido palmitoleico isolado. Neste sentido, alguns
estudos observaram a reducdo da inflamagdo em adipocitos incubados com 250 uM de AP,
apresentando menor expressdo de genes relacionados a via do TLR4 (SHAW et al., 2013),
enquanto macrdfagos expostos ao acido palmitoleico (600 pM) apresentaram menor
expressdo de genes e citocinas inflamatorias (SOUZA et al., 2017).

Outros estudos em cultura de adipocitos e macrofagos mostraram maior fosforilagao
de AMPK quando expostas ao acido palmitoleico (200uM e 0,5 mM), promovendo um
aumento da lipdlise e do metabolismo oxidativo (BOLSONI-LOPES et al., 2013; CHAN et
al., 2015).

Outro estudo demonstrou que o tratamento com acido palmitoleico (300 mg/kg/dia)
durante 10 dias, concomitante a ingestdio de HFD aumentou a massa do tecido adiposo
epididimal (eWAT) retroperitoneal (rWAT) assim como o indice de adiposidade, apesar do
aumento destes tecidos, houve a atenuacdo de disturbios imunometabdlicos nestes
camundongos (SOUZA et al., 2014).

Outro estudo realizado com camundongos, utilizando a mesma dose e tempo nao
observou diferengas nas massas destes tecidos, mas demonstrou que o AP modulou fungdes
metabolicas no figado e tecido adiposo, contudo, estes camundongos ndo estavam submetidos
a um ambiente obesogénico (BOLSONI-LOPES, 2013).

Um tnico estudo publicado até o momento, demonstrou que a suplementagdo (2
g/kg/de peso corporal) com 6leo de macadamia (OM) trés vezes por semana, durante 12
semanas, reduziu a hipertrofia do tecido adiposo em camundongos alimentados com HFD

quando comparado com o grupo que recebeu dieta padrdo, apesar deste resultado, foi
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observado um incremento na massa do eWAT e rWAT, no grupo que ingeriu a HFD
concomitante ao OM quando comparado com o grupo que ingeriu somente HFD (LIMA et
al., 2014).

Além dos efeitos na adiposidade, varios estudos pré-clinicos em camundongos
observaram que o acido palmitoleico aumentou a sensibilidade a insulina e a eliminagdo de
glicose, melhorou o perfil lipidico, reduzindo as concentracgdes circulantes de colesterol total e
triglicerideos ¢ aumentando o colesterol HDL (CAO et al., 2008; BOLSONI-LOPES, 2013;
SOUZA et al., 2014; YANG et al., 2019).

Para organizar e complementar as informagdes referente aos potenciais efeitos do 6leo
de macadamia ou acido palmitoleico foi realizado um levantamento bibliografico de artigos
relacionados com o acido palmitoleico ou 6leo de macadamia publicados até¢ maio de 2019
nas bases de dados, Scielo, Scopus e PubMed, utilizando os termos de busca apresentados no
quadro 1 que segue abaixo.

Quadro 1 - Termos de busca utilizados para o levantamento bibliografico de artigos publicados até maio
de 2019.

UNITERMOS

SUPLEMENTO
“palmitoleic acid” OR “palmitoleate acid” OR “Macadamia Oil” OR “monounsaturated fatty acids”

OR (macadamia AND oil) OR omega-7 OR “n-7” OR MUFA OR “®»-7”

DESENHO DO ESTUDO
“supplementation” OR “mice” OR “c57/bl” OR “Cafeteria Diet” OR “HFD” OR “obesity”

MARCADORES INFLAMATORIOS
“Adiposity” OR “interleukin” OR ““adipose tissue” OR (adipose tissue and macrophages)

A estratégia consistiu em buscar todos os estudos publicados cruzando um unitermo de
cada grupo (suplemento vs desenho do estudo vs desfechos relacionados aos marcadores
inflamatorios) ou utilizar separadamente um unico unitermo do grupo suplemento, para ndo
restringir a busca e facilitar o encontro dos artigos relacionados ao tema.

A selecao dos estudos potencialmente elegiveis foi realizada inicialmente pela leitura
dos titulos e resumos, caso fosse relevante, procedeu-se com a andlise do texto completo para
confirmar a elegibilidade. Também, foi efetuada a conferéncia manual das referéncias dos

artigos elegiveis para identificar outros artigos potencialmente elegiveis. Dos quais os
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resultados da busca estdo apresentados nos quadros 2, 3 e 4 em ordem cronolodgica separados

por modelo experimental.
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Quadro 2 - Estudos relacionados com suplementacio de acido palmitoleico em estudos com diferentes linhagens de células apresentados em ordem cronoldgica.

Autores/ano

Objetivos

Modelo experimental

Resultados/conclusdes principais

Dimopoulos et al., 2006

Comparar os efeitos de palmitoleato e
palmitato na agdo da insulina e a utilizacao da
glicose em células do musculo esquelético de
ratos L6.

Células L6 foram incubadas com 0,75
mM de oleato, palmitoleato, linoleato ou
linoleneate durante 16 e 48 horas.

AGMI e AGS exercem efeitos diferentes sobre
a sinaliza¢@o de insulina e captag@o de glicose
em células L6 musculares, sugerindo que uma
dieta enriquecida com AGMI pode facilitar a
absor¢do e utilizagdo de glicose no musculo
esquelético.

Akazawa et al., 2010

Examinar mecanismos responsaveis pela
citoprote¢do nos hepatdcitos incubadas com
diferentes acidos graxos.

Hepatdcitos primarios humanos e de ratos
isolados e linhagens celulares Huh-7 e
Hep 3B incubadas na presenga e auséncia
de palmitato, estearato e ou palmitoleato.

O palmitoleato | significativamente a apoptose
tanto em células primarias ou linhagem celular,
pelo Dbloqueio no estresse do reticulo
endoplasmatico.

Burns et al., 2012

Determinar se a suplementacdo com acido
palmitoléico em adipdcitos primarios de boi
regulam a expressdo génica, lipogénica e
taxas de lipogénese.

Células primarias do estroma vascular
foram isoladas a patir da gordura
subcutanea e intramuscular de boi e
incubadas com diferentes concentragoes
de acido palmitoleico (0, 50, 150, ou 300
uM).

A suplementacdo exodgena com  acido
palmitoleico agiu como um regulador da
lipogénese, dessaturacdo e  [B-oxidagdo nos
adipdcitos de boi.

Bolsoni-Lopes et al., 2013

Modelo “ex vivo” - Investigar se o acido
palmitoléico modula o metabolismo do
triacilglicerol em adipocitos de camundongos
C57/BIl6 e knockout para PPARa.

Células diferenciadas 3T3-L1 tratadas
com &cido palmitoleico (200uM) ou acido
palmitico (200 uM) por 24h e Adipdcitos
primarios de camundongos C57/Bl6 e
knockout para PPARa tratados com éacido
palmitoleico (300mg.kg™'.day™") ou é4cido
oleico (300mg.kg'.day') por gavagem
durante 10 dias.

O acido palmitoleico 1 a lipdlise e o contetido
de lipases nos adipdcitos por um mecanismo
dependente de PPARGo.

Shaw et al., 2013

Examinar ~ fatores  transcricionais  de
adipocitos regulados por AGS e ASMI

Pré-adipocitos  diferenciados  foram
tratados com 250 pM de acido palmitico,
estedrico, palmitoleico e oleico por 48 h

A incubagdo com acido palmitico induziu a via
de sinalizagdo de TLR, enquanto o palmitoleico
apresentou o efeito oposto.

Chan et al., 2015

Modelo “ex vivo” - Investigar se os
macrofagos derivados da medula dssea de
animais alimentados com hight fat diet
alteram seu fendtipo e aumentam ou
diminuem apds incubagdo com palmitoleato.

A medula 6ssea foi extraida do fémur e
da tibia dos camundongos C57/Bl6
tratados ou ndo com dieta hight fat e
tradados com 0,5 mM de palmitato ou
cis-palmitoleato ou cis-oleato ou trans-
palmitoleato.

A suplementag@o com a forma cis-palmitoleato
demonstrou alteragdo fenotipica para uma
polarizagdo anti-inflamatéria em macréfagos.

Além de 1 a fosforilagio da AMPK,
promovendo 1 da lipodlise.
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Autores/ano

Objetivos

Modelo experimental

Resultados/conclusées principais

Souza et al., 2017 Investigar os efeitos do acido palmitoleico em
macrofagos de camundongos C57BL/6

Macrofagos ativados de camundongos
foram isolados foram tratados com 600
UM com écido palmitoleico por 24 h

O 4cido palmitoleico | a expressdo de TLR4 ¢
promoveu  efeito  anti-inflamatério  em
macrofagos expostos ao LPS

Abreviaturas:PPARa: Receptores de ativadores de peroxisoma a, AGMI: Acidos graxos monoinsaturados, AGS: Acidos graxos saturados, |diminuir taumentou,

AMPK: proteina cinase ativada por AMP. Fonte: O autor.
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Quadro 3 - Estudos relacionados com a suplementacio de acido palmitoleico ou éleo de macadimia em modelo experimental com animais apresentados em ordem

cronoldgica.

Autores/ano

Objetivos

Modelo experimental

Resultados/conclusdes principais

Matthan et al., 2009

Avaliar o efeito do 6leo de macaddmia em
relagdo aos oOleos de palma, canola, cartamo
sobre o perfil das lipoproteinas plasmaticas,
hemacias e aortica, perfil de acidos graxos,
teor de lipidio hepatico e acumulo de
colesterol adrtico em hamsters.

Hamsters F1B Golden Syrian machos
receberam diferentes dietas enriquecidas
com 10% de gordura ou 0,1% de
colesterol ou 10% de 6leo de macadamia,
palma, canola ou cartamo.

Hamsters alimentados com 6leo de macadamia
apresentaram  menores concentragdoes de
colesterol, TG e fragdo ndo-HDL em
comparagdo com os hamsters alimentados com
6leo de palma e 7 de HDL-colesterol em
comparagdo com 0S grupos que receberam os
outros Oleos. Sugerindo que o o6leo de
macadamia ndo afeta negativamente os perfis
de lipoproteinas plasmaticas ou a acumulacdo
de colesterol adrtico.

Yang, Miyahara, Hatanaka, 2011

Veririficar o efeito “antidiabético” do acido
palmitoléico em camundongos geneticamente
modificados para diabetes tipo 2.

Camundongos KK-AY machos, foram
separados em 3 grupos e receberam
suplementacdo oral, com veiculo (1,5%
de éster de poliglicero) ou 300 mg / kg de
acido palmitoleico, ou 300 mg / kg de
acido palmitico, diariamente durante 4
semanas.

A suplementagdo com acido palmitoleico, |
peso corporal, ¢ o TG hepatico, melhorou
hiperglicemia e hipertrigliceridemia, 1 a
sensibilidade a insulina, em parte devido a
supressdo da expressdo dos genes pro-
inflamatorios.

Guo et al., 2012

Verificar os efeitos do acido palmitoleato, em
respostas metabolicas e inflamatorias do
figado de camundongos.

Camundongos C57/Bl6 foram
alimentados com uma dieta hight fat
durante 12 semanas e tratados por
gavagem com palmitoleato
(600mg/kg/dia conjugado com albumina
de soro bovina e suspenso em PBS) nas
ultimas 4 semanas.

A suplementagdo com palmitoleato 1 a
sensibilidade a insulina, | o nimero de células
de kupffer, a fosforilagdo do NFkB (p65) e
expressdo de citocinas  pro-inflamatorias
(também observado nos experimentos com
hepatocitos), e 1 a deposicdo de gordura
hepética. Suprimindo a inflamacdo, mas
induzindo a esteatose.

Abreviaturas: PBS: Tampao fosfato-salina, TG: Triacilglicerol, NFkB: fator-nuclear kappa B, |diminuiu, faumentou, Fonte: O autor.
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Autores/ano

Objetivos

Modelo experimental

Resultados/conclusées principais

Poudyal et al., 2013

Investigar as alteragdes na adiposidade,
estrutura e funcdo cardiovascular e figado,
composicdo dos acidos graxos no tecido em
resposta a suplementagdo com Oleo de
macadamia, cartamo ¢ linhaga em modelo
experimental para sindrome metabdlica em
ratos.

Ratos machos wistar, separados em oito
grupos distintos: alimentados com amido
de milho (AM); AM + Odleo de
macadamia; AM + 6leo de cartamo; AM
+ Oleo de linhaga; e dieta rica em
carboidratos e gordura; dieta rica em
carboidratos e gordura + oOleo de
macadamia; dieta rica em carboidratos e
gordura + dleo de cartamo e dieta rica em
carboidratos e gordura + 6leo de linnhaga.
Os 6leos foram preparados por adi¢do de
3% do respectivo 6leo e substituido a
uma quantidade equivalente de agua na
dieta.

A suplementagdo com 6leo de macaddmia | o
colesterol, marcadores plasmaticos de danos no
figado e pressdo arterial, entretanto 1 a
adiposidade, e as concentragdes basais de
glicose plasmatica. Estes resultados
demonstram diferentes respostas fisiologicas e
bioquimicas frente a um modelo experimental
para sindrome metabolica.

Barrena et al., 2014

Comparar os efeitos do enriquecimento da
dieta com oOleo de linhaga ou oleo de
macadamia, sobre as alteracdes metabdlicas
induzidas por dieta hight fat, em
camundongos, com énfase nos niveis de
glicose sanguinea ¢ gliconeogénese hepatica
em camundongos.

Camundongos machos swiss foram
divididos em quatro grupos que
receberam  por 14  dias, dieta
normocalorica; dieta hight fat; dieta hight
fat + dleo de linhaga e dieta hight fat +
6leo de macadamia.

Observou-se 1 dos niveis de glicose sanguinea,
peso corporal e soma das gorduras
epididimaria, mesentérica, retroperitoneal e
inguinal nos grupos que receberam os 0leos,
comparado com o grupo que recebeu dieta
normocalérica. Sugerindo novas investigagdes
para avaliar o efeito dos dleos.

Lima et al., 2014

Avaliar o efeito da suplementagdo com odleo
de macadamia sobre a sensibilidade a
insulina, inflamagdo, perfil lipidico, e o
tamanho dos adipdcitos induzido por dieta
hight fat em camundongos.

Camundongos C57/Bl6 foram divididos
em quatro grupos: dieta controle, hight
fat, dieta controle + suplementagdo com
oleo de macadamia e dieta hight fat +
suplementa¢do com 6leo de macadamia,
por gavagem a 2g / kg de peso corporal,
trés vezes por semana, durante 12
semanas.

Suplementagdo com oOleo de macaddmia
atenuou a hipertrofia dos adipdcitos e
inflamagdo no tecido adiposo mediada por
macrofagos.

Siddiqui et al., 2015

Verificar o efeito de diferentes misturas
contendo 4cidos graxos complexos no
desenvolvimento da esteatose  hepatica
induzida por sacarose/frutose em
camundongos.

Camundongos C57/Bl6 foram
randomizados em grupo que receberam
dietas de base normocaldrica que
variaram no tipo de carboidrato (Amido,
sacarose, frutose) e depois foram
randomizados novamente para dietas que
variaram em tipo de lipidio (sem lipidio
adicional, o6leo de soja, 6leo de peixe,
azeite/0leo de soja, 6leo de macadamia).
Administragdo das emulsdes por gavagem
fornecendo 90mg/dia de lipidio.

A ingestdo moderada com diferentes formulas
lipidicas inibiu similarmente a esteatose e a
lipogénese.
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Autores/ano

Objetivos

Modelo experimental

Resultados/conclusées principais

Souza et al., 2014

Investigar os efeitos do acido palmitoleico na
homeostase glicémica e na fungdo hepatica de
camundongos C57BL/6

Camundongos C57BL6 knockout para
PPARo foram alimentados por 12
semanas com dieta padrao ou dieta HFD,
e nas Ultimas 2 semanas foram tratados
com 300 mg/kg/dia palmitoleico

A suplementacio de 4cido palmitoleico
estimulou a captagdo de glicose no figado
através da ativagdo de AMPK e FGF-21,
dependente do PPARa.

Yang et al., 2019

Investigar o efeito do acido palmitoleico
sobre a aterosclerose de camundongos fémeas
C57Bl/6J

Camundongos fémeas knockout do
receptor LDL (LDLR) foram alimentadas
com dieta ocidental suplementadas com
5% de é4cido palmitoleico por 12
semanas.

A suplementagdo com 4cido palmitoleico
melhorou o metabolismo da glicose ¢ o perfil
lipidico no plasma e no figado (diminui¢do de
40% nos triglicerideos) e | a é4rea da placa
aterosclerdtica em aproximadamente 45% em
comparagéo com o0 grupo controle.
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Quadro 4 - Estudos relacionados com a suplementacio de acido palmitoleico, 6leo ou noz de macadimia em seres humanos apresentados em ordem cronoléogica.

Autores/ano

Objetivos

Modelo experimental

Resultados/conclusdes principais

Nestel, Clifton, Noakes, 1994

Verificar o feito do acido palmitoleico sobre
o perfil lipidico e sua diferenca em relagdo ao
acido oleico e acido palmitico.

Trinta e quatro homens que apresentaram
colesterol moderadamente elevado, apos
o periodo de dez dias foram
randomizados em trés grupos diferentes
com dietas em ordem aleatdrias contendo:
grupo 1: palmitoleico, oleico, palmitico;
grupo 2: palmitico, palmitoleico, oleico;
grupo 3: oleico, palmitico, palmitoleico,
durante trés semanas. Os oOleos foram
emulsionados com leite desnatado sabor
de baunilha e foram aliquotadas em
por¢des de 350ml (42 g de gordura)
fornecidas aos voluntarios na forma
congelada.

Com a ingestdo de palmitoleico houve 1 do CT
¢ LDL-c e | de HDL-c nesta amostra.
Entretanto, o consumo maior de acido
palmitoleico pode levar a resultados diferentes
que necessitam de maiores investigagdes.

Curb et al., 2000

Verificar as variagdes séricas do perfil
lipidico em resposta a uma dieta rica em
AGMI com nozes de macadamia.

Ensaio randomizado tipo “crossover”,
com a ingestdo de trés dietas (rica em
gordura saturada ou Step 1 da Associag@o
Americana do Coracédo - da 30% gordura
da energia total ou dieta rica em AGMI
com macaddmia) durante trinta dias,
realizado com 30 voluntérios.

Observou-se a | do CT e LDL-c na dieta com
macadamia, observada também na dieta com
baixo teor de gordura, sugerindo que as duas
dietas tiveram efeitos potencialmente benéficos
nestes parametros lipidicos.

Hiraoka-Yamamoto et al., 2004

Verificar as variagdes dos niveis de lipidios
séricos em resposta a ingestdo de uma dieta
com noz de macadamia.

Foi verificado as variagdes dos niveis de
lipidios séricos em resposta a uma dieta
rica em AGMI (macadamia) com 3
semana de interven¢do com noz de
macaddmia, coco e manteiga em
mulheres  japonesas, estudantes e
saudaveis

Ap6s 3 semanas com as diferentes intervengdes
as concentragdes séricas do CT e a LDL-c |
significantemente no grupo das dietas com
macadamia e coco. Peso corporal e o IMC | no
grupo que recebeu a macadamia. Entretanto ndo
se sabe se estas diferencas possam ser devidas
as diferentes composicdes dos dcidos graxos.

Abreviaturas: CT: Colesterol total, IMC: indice de massa corporal, AGMI: Acidos graxos monoinsaturados, AGS: Acidos graxos saturados, | diminuiu, Taumentou,

Fonte: O autor.
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Autores/ano

Objetivos

Modelo experimental

Resultados/conclusées principais

Garg et al., 2007

Verificar os efeitos do consumo de nozes de
macadamia em individuos do sexo masculino
com hipercolesterolemia sobre biomarcadores
plasmaticos de estresse oxidativo, coagulagao
¢ inflamag@o.

Dezessete individuos do sexo masculino
com hipercolesterolemia  receberam
macadamia (40-90 g/dia), o equivalente a
15% do consumo de energia, por um
periodo de quatro semanas.

Ap0s as quatro semanas de intervencao houve 1
dos AGMI plasmaticos (16:1n-7, 18:1n-9 e
20:1n-9), | dos Leucotrienos4, 8-isoprostano,
tromboxanos2 e prostraglandinas2. Sugerindo
que o consumo regular de nozes de macadamia
pode auxiliar na prevengdo de doenga arterial
coronariana.

Griel et al., 2008

Avaliar as respostas do perfil lipidico e das
lipoproteinas para diminuigdo do colesterol
sanguineo através da dieta que continha
macadamia.

Um estudo randomizado, tipo
“crossover”, com alimentagdo controlada
(periodos de dieta 5-semana) comparou
uma dieta rica Macadamia (42.5g) 33%
de gordura total (7% AGS, 18% AGMI,
5% de AGPI) vs. uma dieta americana
média (33% de gordura total (13% AGS,
11% AGMI, 5% de AGPI).

A deita com macaddmia | as concentragdes de
colesterol total, LDL-c, fracdo ndo-HDL
colesterol, e a razdes do CT:HDL-c ¢ HDL-
c:LDL-c. Sugerindo que a macadamia pode ser
incluida em um padréo alimentar saudavel.

Bernstein, Roizen, Martinez, 2014

Realizar o primeiro estudo randomizado,
controlado com a suplementacdo de um oleo
enriquecido  (52%) com  acido  cis-
palmitoleico em seres humanos.

Adultos com dislipidemia e evidéncia de
inflamacdo sist€émica leve (Proteina c-
reativa entre 2 e 5 mg/L) foram
randomizados aleatoriamente para receber
220,5 mg de acido cis-palmitoleico ou
placebo que continha (1,000 mg de
triglicerideos de cadeia média) uma vez
por dia durante 30 dias. Os participantes
foram orientados a manter a sua dieta
atual normal.

Ap6s 30 dias no grupo suplementado com cis-
palmitoleico houve | significativa da PCR, TG
e LDL-c, e 1 significante do HDL-c. Sugerindo
que a forma purificada de acido palmitoleico
pode ser utilizada no tratamento de
hipertrigliceridemia.

Abreviaturas: AGMI: Acidos graxos monoinsaturados, |diminuiu, Taumentou, IMC: Indice de massa corpérea, TG: Triacilglicerol, PCR: Proteina C-reativa. Fonte:

O autor



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bernstein%20AM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25499944
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Roizen%20MF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25499944
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Martinez%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25499944
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Quadro 5 - Estudos investigando associacées com acido palmitoleico com diferentes desfechos metabélicos em seres humanos apresentados em ordem cronologica.

Autores/ano

Objetivos

Modelo experimental

Resultados/conclusdes principais

Paillard et al., 2008

Avaliar a associagdo do teor de acido
palmitoleico plasmatico, um produto da
atividade da esteatoil-coenzima  A-
dessaturase 1 (SCD1), em relacdo aos
triglicerideos e a adiposidade abdominal em
homens.

Foram avaliados 134 homens saudaveis e o
percentual de acido palmitoleico plasmatico,
que foi utilizado como uma medida indireta
da atividade de SCD1.

O teor de acido palmitoleico foi fortemente e
independentemente  associado com a
trigliceridemia, e com a circunferéncia da
cintura quando a trigliceridemia ndo foi
incluida na analise. Sugerindo que o acido
palmitoleico ¢ um marcador independente da
trigliceridemia e adiposidade abdominal em
homens.

Mozaffarian et al., 2010

Investigar os determinantes independentes de
palmitoleato circulantes em seres humanos e
se o palmitoleato esta associado com menor
risco metabolico e incidéncia de diabetes

Estudo de Saude Cardiovascular, uma coorte
prospectiva com 3630 homens e mulheres.
Foram mencionados a concentragdo de acidos
graxos e fosfolipidios plasmaticos, variaveis
antropométricas, perfil glicémico e lipidico,
marcadores inflamatdrios entre os anos de
1992 e 2006.

As concentragdes de palmitoleato mais
elevadas foram correlacionadas com maior
indice de massa corporal, ingestdo de
carboidratos, ingestdo de proteinas e uso de
alcool. Em andlises ajustadas para os fatores
de confusdo foi observado que as
concentragdes elevadas de palmitoleato foram
associadas menor LDL-c ¢ fibrinogénio e
maior HDL-c. Palmitoleato nio foi associado
com a incidéncia de diabetes. Sugerindo que
o palmitoleato circulante estd associado a
fatores de riscos metabdlicos, porém em
diregdes distintas.

Stefan et al., 2010

Investigar se o palmitoleato pode predizer a
sensibilidade a insulina em humanos.

Sujeitos com risco aumentado de desenvolver
diabetes tipo 2. Foi verificado o perfil de
acidos graxos plasmaticos e glicémicos apos
nove meses de intervengdo sobre o estilo de
vida.

O palmitoleato circulante foi correlacionado
positivamente com a sensibilidade a insulina,
mas ndo com acidos graxos livres. Sugerindo
um desempenho importante na fisiopatologia
da resisténcia a insulina em humanos.

Gong et al., 2011

Investigar se os efeitos do acido palmitoleico
no tecido adiposo e sobre a atividade da
esteatoil-coenzima A-dessaturase 1 (SCD1)
estdo associados com a diminuigdo da
prevaléncia de obesidade e se esta associagdo
¢ modificada pela ingestdo de carboidratos.

Estudo transversal com 1926 adultos
verificou as razdes de prevaléncia para
obesidade (IMC). Utilizou-se dois indices de
dessaturagdo (16:1/16:0 e 18:1/18:0) como
medi¢des alternativas para a atividade da
SCD1 no tecido adiposo.

Observou-se uma associag¢ao positiva entre as
concentragdes de 4cido palmitoleico no
tecido adiposo e a obesidade. Também foi
observado associagdo positiva entre a
obesidade e os indices de dessaturagdo
adiposa. A associagdo entre concentragdes de
acido palmitoleico do tecido adiposo e
obesidade foram atenuadas em pessoas com
baixa ingestdo de carboidrato.
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Autores/ano

Objetivos

Modelo experimental

Resultados/conclusées principais

Mozaffarian et al., 2013

Investigar associagdo da forma trans-
palmitoleato com o risco metabdlico e
incidéncia de diabetes em um estudo de
coorte multicéntrico.

Acidos graxos de fosfolipidios e fatores de
risco metabodlicos foram mensurados no
periodo de 2000-2002 entre 2617 adultos em
um estudo denominado Multi-Ethnic Study of
Atherosclerosis (MESA), uma coorte com
brancos, negros, hispanicos, americanos e
chineses. Em 2281 participantes livre da linha
de base para diabetes, também foi avaliado
prospectivamente o risco recente de diabetes
(205 casos) a partir da linha de base de 2005-
2007.

As concentragdes de trans-palmitoleato foram
associadas com o 1 do LDL-c, | do TG,
insulina de jejum e pressdo arterial sistolica.
Em analises prospectivas, trans-palmitoleato
foi independentemente associado com a
menor incidéncia para diabetes, incluindo um
risco menor de 48%. Todos os resultados
foram semelhantes entre homens e mulheres e
entre os diferentes subgrupos étnico-raciais.

Abreviaturas: |diminuiu, taumentou, IMC: Indice de massa corporea, TG: Triacilglicerol, PCR: Proteina C-reativa. Fonte: O autor.
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Como podemos perceber, a obesidade, particularmente, o aumento da gordura visceral
estd associado com desfechos imunometabolicos que favorecem o aparecimento de DCNT,
como DM2, doengas cardiovasculares, hipertensao arterial e cancer, que podem apresentar
complicagdes, gerando incapacidade fisica ou obito.

Atualmente, estas doencas, sdo consideradas um dos maiores problemas de saude
publica no mundo. No Brasil, no ano de 2018, o gasto primario da Unido, totalizou R$ 117,1
bilhdes com despesas do SUS para o tratamento de doencas relacionadas com a obesidade. A
projecao € para que os proximos anos este quadro aumente.

Como a intervencdo dietética continua a ser a principal estratégia de prevencdo e
tratamento para doencgas associadas a obesidade, estudos que utilizam intervengdes nao
farmacoldgicas, associadas a modelos pré-clinicos, que mimetizem as alteragdes metabolicas
presentes nas DCNT, representam importantes implicagdes translacionais.

Além disso, estudos pré-clinicos permitem o esclarecimento quanto a eficacia e
seguranga do nutriente antes de ser recomendado para populagdo, favorecendo uma melhor
interpretagdo dos potenciais resultados encontrados em ensaios clinicos, ¢ fornecendo a
possibilidade de uma investigacao mais aprofundada apds intervencao.

Podemos observar, através da revisao de literatura, que poucos estudos realizados com
animais utilizaram o 6leo de macadamia (OM) como intervencao nutricional, sdo escassos,
alguns estudos utilizam a administragdo de 6leo diretamente na dieta. Este fato influencia a
quantidade de o6leo ingerida o que pode impactar na quantidade consumida dos diferentes
acidos graxos e repercutir nos potenciais efeitos biologicos desencadeados por eles. A simples
adicao a dieta pode fazer com que ndo sejam ingeridas doses suficientes dos acidos graxos de
interesse para que seus respectivos efeitos possam ser identificados pelas metodologias
utilizadas.

Sendo assim, interveng¢des que administrem doses padronizadas do 6leo podem chegar
a resultados diferenciados aos ja publicados com modelos in vivo.

Embora a associagdo entre a ingestdo de alimentos energéticos e obesidade seja bem
conhecida, os efeitos do 6leo de macadamia, como fonte principal de acido palmitoleico,
expostos a diferentes concentragdes de macronutrientes, sobre o tecido adiposo visceral de
camundongos, foram pouco explorados. Além disso, nenhum dos estudos pré-clinicos avaliou
o perfil de 4cidos graxos no TA e hemadcias que representam um importante indicador

enddgeno e exdgeno de ingestdo do acido graxo de interesse.
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Portanto, continua a ser investigado se o 6leo de macadamia, como fonte de PA, ¢
capaz de neutralizar ou melhorar o desenvolvimento do tecido adiposo branco. Diante disso,
este estudo utiliza diferentes dietas obesogénicas, contendo alimentos processados e
ultraprocessados, com o objetivo de investigar se o 6leo de macadamia ou um O6leo
comestivel, enriquecido com 50% de acido palmitoleico, poderiam modificar o incremento de
adiposidade esperado causado por essas dietas em camundongos.

Adicionalmente, nao sdo conhecidos os efeitos funcionais da ingestdo de o6leos
comestiveis com teor de 4cido palmitoleico maior de 35% em modelos pré-clinicos.

Neste contexto, entender como os nutrientes estdo envolvidos no processo
obesogénico aliado a utilizacdo de um modelo pré-clinico de indugdo de obesidade mais
representativo para dietas ocidentais, pode ser util para identificar intervencgdes preventivas e
terapéuticas no tratamento de obesidade humana e passiveis de serem transportados para

recomendacdes populacionais.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito da ingestdo de 6leo de macadamia ou 6leo enriquecido com 50% de

acido palmitoleico sobre o tecido adiposo de camundongos expostos a dieta de cafeteria.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Caracterizar parametros (massa corporal, consumo de ragdo e massa de 6rgaos e tecidos) do

modelo pré-clinico com diferentes composigdes de agucares simples de dieta de cafeteria.

Avaliar o efeito da ingestdo de 6leo de macaddmia em camundongos alimentados com

diferentes dietas de cafeteria durante 16 semanas, sobre:
- Perfil lipidico plasmatico;
- Perfil de acidos graxos de eritrdcitos;
- Adiposidade.

Avaliar o efeito da ingestdo de o6leo enriquecido com 50% de &cido palmitoleico em

camundongos alimentados com dieta de cafeteria durante 16 semanas, sobre:
- Adiposidade
- Glicemia de jejum, tolerancia a glicose e insulinemia;
- Perfil lipidico plasmatico e hepatico;
- Perfil de acidos graxos em eritrocitos e tecido adiposo;

- Concentragdes de citocinas plasmaticas e tecido adiposo.
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5 HIPOTESES

Diante do apresentado até o momento, sugerem-se as seguintes hipdteses a serem

confirmadas ou refutadas:

Hnuta: A ingestdo de 6leo de macadamia / ou 6leo enriquecido com 50% de 4cido palmitoleico
ndo altera a massa do tecido adiposo e parametros metabolicos induzido pelo consumo de

dieta de cafeteria.

Halternativa: A 1Ingestdo de o6leo de macadamia / ou Odleo enriquecido com 50% de acido
palmitoleico pode atenuar a massa do tecido adiposo e parametros metabolicos induzido pelo

consumo de dieta de cafeteria.
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6 MATERIAIS E METODOS
6.2 ESTUDO EXPERIMENTAL

6.2.1 Animais

Foram utilizados 125 camundongos C57BL/6 (machos) produzidos e mantidos no
biotério do laboratorio de neurobiologia da dor e inflamagao (LANDI), coordenado pelo
professor, doutor Adair Roberto Soares dos Santos, localizado no Campus da Universidade
Federal de Santa Catarina - Trindade, Floriandpolis, SC. Os animais foram mantidos em
gaiolas coletivas (5 animais por gaiolas) em ambiente com temperatura controlada (22 + 2°C)
em ciclo de iluminagao claro-escuro (12 horas), com livre acesso a comida (ragdo comercial,
BIOBASE® 9301; Aguas Frias, SC, Brasil) ¢ dgua. Todos os protocolos e procedimentos
experimentais relativos ao trabalho foram aprovados pela Comissio de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da UFSC, da UFSC, sob niimero do protocolo 5855301015 (ANEXO A). O
projeto foi aprovado pela chamada MCTI/CNPQ/Universal 14/2014 - Faixa A - até R$
30.000,00 sobre o processo de nimero: 445044/2014-4.

6.2.1.1 Planejamento estatistico para o calculo amostral

Para o célculo do tamanho da amostra considerou-se:

Os critérios de erro a=0,05, erro P=80, andlise bicaudal e o desfecho primdrio da
glicemia de jejum encontrado no trabalho de Higa et al. (2014) como determinante, utilizando
a ferramenta online: http://www.statisticalsolutions.net/pss_calc.php. Nossos célculos

estimaram o tamanho da amostra como 10 animais por grupo.

6.2.2 Protocolo experimental e grupos experimentais

A dieta de cafeteria utilizada foi baseada na composi¢do proposta por Higa et al.
(2014). Contém chocolate ao leite (10g), amendoim (10g), biscoito salgado tipo cracker (5g),
acucar (5g) e ragao para roedores (15g). Para execucdo do protocolo experimental utilizou-se
duas dietas de cafeteria com percentuais de macronutrientes e valor caldrico distintos, como
pode ser visualizado na tabela 2. Para o melhor entendimento utilizamos a denominacao de
Dieta 1 para o protocolo experimental com dieta de cafeteria com 21 % de agucares simples.

Ja para a dieta de cafeteria com 41 % de actcares simples denominamos de Dieta 2.
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Tabela 2 - Percentual de calorias de macronutrientes e valor caldrico total da dieta padrio e da dieta de
cafeteria consumidas pelos camundongos.

Dieta padrao Dieta de cafeteria1  Dieta de cafeteria 2
Carboidratos (%) 59 47 54
Proteinas (%) 29 14 12
Gorduras totais (%) 12 39 34
Kcal/grama 3,00 441 4,35

Fonte: O autor.

Para a determinagao dos acidos graxos presentes na dieta padrdo, na dieta de cafeteria
e 0leo de macadamia noés realizamos a cromatografia liquida de alta performance. Decidimos
realizar a cromatografia somente de uma das dietas, porque os ingredientes que fornecem
gordura ndo foram modificados, conforme detalhado no quadro 6.

Para execuc¢ao do primeiro protocolo utilizou-se o 6leo de macadamia da marca Pazze,
disponivel no site (http://www.pazze.com.br/brasil/linha-de-produtos/oleos-vegetais).

Para execu¢do do segundo protocolo utilizou-se o 6leo 50% palmitoleico da marca
ALASK OMEGA™, A Matéria prima para a fabricacdo deste dleo é o peixe Alaska Walleye
Pollok (theragra chalcogramma). Os 4cidos graxos presentes neste 6leo estdo na forma de etil
ester e sdo, o acido palmitoleico (558 mg/g), acido palmitico (257mg/g) e acido oleico
(Img/g).

Quadro 6 - Percentual de dcidos graxos presentes nas dietas a partir da cromatografia liquida de alta
performance.

Acidos graxos Dieta padriao | Dieta de cafeteria Oleo de
macadamia

Miristico 14:0 2,99 1,35 1,00
Palmitico 16:0 36,92 14.32 7,67
Estearico 18:0 1,84 5,15 3,81
Palmitoleico 16:1n-7 1,12 0,14 22,32
Oleico 18:1n-9 17,73 40,39 57,04
Linoleico 18:2n-6 18,24 24,79 7,49
Araquiddnico 20:4n-6 19,39 13,70 ND
a-linolenico 18:3n-3 0,46 0,06 0,68
EPA 20:5n-3 0,89 0,06 ND
DHA 22:6n-3 0,42 0,05 ND

Abreviagdes: EPA: Acido graxo eicosapentaenoico, DHA: acido graxo docosahexaendico, ND: valores nao
detectaveis.
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Foi realizado dois modelos de protocolos experimentais:

O primeiro protocolo experimental foi realizado utilizando os dois modelos de dietas
de cafeterias (Dieta 1 e Dieta 2) em duas remessas diferentes de animais, para testarmos a
reprodutibilidade dos dados e a intervengdo concomitante com 6leo de macadamia. Portanto,
Nestes protocolos experimentais foi utilizado a intervencdo com o6leo de macadamia
concomitante ao consumo das diferentes dietas de cafeterias (Dieta 1 e Dieta 2) para a analise
dos seguintes desfechos: Tamanho e peso do tecido adiposo retroperitoneal e epididimal,
perfil de 4cidos graxos em hemacias, determinagdo da concentracdo de colesterol total,
triacilglicerol plasmaticos, determinacdo da concentragdo citocinas plasmaticas (dados nao
mostrados) e analises histologicas do tecido adiposo epididimal.

Apo6s finalizar este primeiro protocolo experimental, observamos resultados mais
expressivos sobre o tecido adiposo e parametros metabdlicos quanto ao efeito da ingestdo da
dieta 1, entdo, decidimos seguir para o segundo protocolo experimental utilizando somente
este modelo de dieta.

Portanto, neste segundo protocolo experimental, utilizamos somente a dieta de
cafeteria 1 (Dieta 1) e realizamos a intervencdo somente com 6leo enriquecido com 50% de
acido palmitoleico. Diante disso, foram avaliados os seguintes desfechos: Glicemia de jejum,
avaliacdo da tolerancia a glicose intraperitoneal, concentragdes plasmaticas de insulina,
determinagdo do perfil de acidos graxos (hemacias e tecido adiposo), determinagdo da
concentragdo de colesterol total, triacilglicerol (plasmaticos e hepaticos), determinacdo de
citocinas no plasma e no tecido adiposo e andlises histologicas do tecido adiposo.

Em ambos protocolos experimentais (que ocorreram em periodos diferentes) os
animais foram divididos em quatro grupos diferentes. Portanto, apos 21° dia do nascimento,
os animais foram separados das maes (desmame) e passaram por nove dias de adaptagdo em
gaiolas coletivas. Aos 30 dias de vida (T0), estes animais foram divididos aleatoriamente em
4 grupos experimentais, neste momento foi verificado a massa corporal deles. Cada grupo
experimental foi composto por 10 animais. Durante 120 dias estes animais receberam dieta
padrdo ou dieta de cafeteria e ingeriram, ou nao, 6leo de macadadmia ou dleo enriquecido com
50% de acido palmitoleico.

O grupo controle, recebeu dieta padrao e agua (lg/kg de m.c.). O grupo dieta de

cafeteria, recebeu dieta de cafeteria e agua (I1g/kg de m.c.). O grupo oleo, recebeu dieta
padrdo e 6leo de macadamia ou dieta padrao mais 6leo enriquecido com 50% de acido

palmitoleico (1g/kg de m.c.). O grupo dieta de cafeteria-6leo, recebeu dieta de cafeteria e dleo
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de macadamia ou dieta de cafeteria mais 6leo enriquecido com 50% de acido palmitoleico,
(1g/kg de m.c.), durante 16 semanas. A 4gua e os Oleos utilizados foram administrados via
oral com o auxilio de uma micropipeta, uma vez ao dia, somente pelas manhas, no horario
entre 7:00 e 8:00 horas. A dose dos 6leos por dia foi baseada em trabalhos prévios de nosso

grupo com outros tipos de 6leo (BARBOSA et al., 2016).

6.2.4 Consumo de ragio e massa corporal

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

suplementagdo com 6leo de macadamia agregado.

6.2.5 Parametros metabolicos

6.2.5.1 Avalia¢do da glicose sanguinea em jejum

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

cauda do animal.

6.2.5.2 Avaliagdo da tolerancia a glicose intraperitoneal (ipGTT)

Apos seis horas de restricdo alimentar, os animais tiveram a extremidade da cauda
seccionada para a coleta de sangue utilizado para determinagdo da glicemia no tempo 0. Logo
apos, foi administrado solugdo de glicose 50% (2 g/kg de m.c.) via intraperitoneal e verificado
a glicemia nos tempos 30, 60, 90 ¢ 120 minutos (HIGA et al., 2014). A partir desses valores
calculou-se a area sob a curva (ASC) (BERGMAN et al., 1985). Esta avaliagao foi realizada

aos 90 e 120 dias de execugdo do protocolo experimental.
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6.2.5.3 Eutanasia dos animais

Apos 120 dias de execugdo do protocolo experimental, os animais passaram por restri¢cao
alimentar de seis horas, a partir das 07:00 horas da manha e foram eutanasiados por decapitagao
direta para coleta de sangue e posterior retirada de tecidos. A figura abaixo representa o desenho

do estudo (Modelo 1 e 2).

Figura 4 - Desenho do estudo e procedimentos experimentais
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posteriores

PERIODO DE INTERVENCAQ (16 semanas)

Primeiro protocolo experimental

-Olze de macaddmia (1g/kg de m. )

-Cieta de cafeteria 1 2 Dieta de cafeteria 2

Segundo protocolo experimental

-Oleo enriquecido com 50% de acido palmitoleico (1g/kg de m.c.)
-Dieta de cafeteria 1

Fonte: O autor.

6.2.5.4 Pesagem de orgaos e tecidos

Imediatamente apds a eutanésia dos animais, os 6rgaos e tecidos de interesse (figado,
tecidos adiposos epididimal e retroperitoneal) foram cuidadosamente removidos e pesados em
balanga eletronica analitica digital (TECNAL, SP, Brasil). Para o célculo do Indice de
Adiposidade (%), utilizou-se a seguinte formula: somatério das gorduras epididimal e
retroperitoneal/massa corporal final x 100. Fragmentos destes tecidos foram imediatamente

congelados em nitrogénio liquido para posterior armazenagem em freezer -80°C.

6.2.5.5 Andlise bioquimica plasmatica

O sangue foi coletado em microtubos previamente lavados com solug¢do salina,
contendo anticoagulante NaF (Glistab — Labtest; Lagoa Santa, MG, Brasil). Em seguida, os
tubos foram centrifugados a 400 x g por 10 min em temperatura ambiente (KASVI - K14-
1215, Curitiba, PR, Brasil) e o plasma foi aliquotado e armazenado a -80 °C. Estas amostras
foram utilizadas para determinar as concentragdes de TAG e colesterol total (CT), por

métodos colorimétricos, de acordo com as recomendagdes do fabricante de sistemas
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comerciais Biotécnica®. Foi verificado também, as concentragdes plasméticas de insulina por
meio do sistema de microesferas utilizando o kit AlphaLISA®, de acordo com as orientagdes

do fabricante (AL204C) (PerkinElmer, Waltham, MA, EUA).

6.2.5.6 Conteudo de triacilglicerol e colesterol total hepatico

Para determinacao do contetido de TAG e CT hepatico, 100 mg de figado obtido logo
apods a eutandsia (mesma regido para todos os animais) foi transferido para tubos de ensaio
contento NaCl (IM) e homogeneizado (UltraTurrax® - IKA® Staufen, Alemanha).
Posteriormente, foi adicionado cloroférmio/metanol (2:1) e centrifugado a 5000 x g por 5
min, com a formacao de 3 fases, sendo a fase inferior (metanolica) retirada para posterior
secagem em banho-maria fervente. Em seguida, a amostra foi ressuspendida em Triton
X100/Metanol (2:1) seguida por agitacdo em vortex. Logo apods, foi realizada a dosagem do
TAG e CT por ensaio colorimétrico enzimatico de acordo com instru¢cdes do fabricante

(Biotécnica®) (TRINH et al., 1998; BARBOSA et al., 2016).

6.2.5.7 Andlise histologica do tecido adiposo branco

Imediatamente apds a morte dos animais, as amostras do tecido adiposo (epididimal)
foram transferidas para cassetes histologicos de plastico e fixadas em paraformaldeido 4% por
48 horas a 8° C desidratadas em 70% de etanol e incluidas em parafina. Apds esta etapa foi
realizada a microtomia (0.5pum) de amostras de tecido adiposo de cada grupo experimental
obtidas em micrétomo e aderidas em ldminas de vidro, em seguida foram desparafinadas em
xilol e reidratadas para coloragao com Hematoxilina-Eosina cobertas com Balsamo do Canada
e entdo as imagens foram capturadas pelo digitalizador de laminas automatizado (ZEISS,
Oberkochen, Alemanha) e posteriormente analisadas pelo software Zenlite® (edigdo Blue,
ZEISS, Oberkochen, Alemanha). O perimetro celular foi obtido pelo contorno manual de
células com membranas plasmaticas intactas. Dez a quinze campos (aproximadamente 150
células por secao) foram analisados cegamente e aleatoriamente para determinacdo da area
média dos adipécitos. Decidimos trabalhar apenas com tecido epididimal, pois a adi¢do dessa
gordura esta relacionada ao maior risco de desenvolver doengas metabolicas, e por ser a mais

abundante nesses animais.
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6.2.5.8 Determinagdo do perfil de acidos graxos das hemdcias e tecido adiposo

O perfil lipidico do tecido adiposo epididimal (0,010g) e hemadcias (200 ul) dos
animais, foram determinados por cromatografia liquida de alta performance (High
Performance Liquid Chromatography- HPLC). Extracdo dos lipideos das amostras foi
efetuada de acordo com o método descrito por FOLCH et al., 1957. O tecido adiposo e
heméacias foram homogeneizados em 1,33 ml de cloroférmio: metanol (2:1 v/v). Ao
sobrenadante resultante da homogeneizacdo adicionou-se 0,24 ml de metanol para
precipitacao de proteinas.

As amostras depois de homogeneizadas, foram centrifugadas durante 10 minutos a
2500 rpm em centrifuga Eppendorf modelo 5810R. A fase superior (hidrometanolica) foi
transferida para outro tubo de ensaio e se adicionou 0,48 ml de cloroférmio ¢ 0,41ml de agua,
para formacao de emulsdo. Apds a formagdo espontanea de sistema bifasico, cada amostra foi
adicionada 1 ml da solugdo de Folch (cloroféormio:metanol:agua, 3:48:47 v/v) para eluicdo da
fragdo hidrometanolica.

Os extratos lipidicos foram submetidos a secagem em fluxo de nitrogénio gasoso, em
banho-maria a 37° C. Apos secagem, as amostras contendo os lipidios foram saponificadas,
processo onde separou-se apenas os acidos graxos dos lipideos totais. A cada amostra
submetida ao fluxo de nitrogénio, foram acrescentados 0,1 ml de metanol e saponificadas com
2 ml de solugdo alcalina em metanol (1 mol/L de hidroxido de s6dio em metanol a 90 %)
sendo entdo incubadas em banho-maria a 37° C, sob agitagdo por 2 horas (NISHIYAMA-
NARUKE et al., 1998).

Ap0s incubacdo as amostras foram resfriadas em banho de gelo e a solugao alcalina foi
acidificada até atingir pH 3.0 pela adicdo de acido cloridrico 1 mol/L. Os &4cidos graxos
contidos nesta solugdo foram extraidos pela adicdo 1 ml de hexano, em trés repeticdes. A
fracdo obtida das extragdes foi evaporada em fluxo de nitrogénio gasoso. Apds secagem,
amostras foram acondicionadas a -20° C, até a derivatizacdo com e posterior analise por
HPLC.

Para deteccao em cromatdgrafo liquido alta precisao (HPLC), os acidos graxos foram
ressuspendidos em acetonitrila e derivatizados usando Bromometil-Metoxi-Coumarin
(BMMC) (1 mg/mL), a 60° C por 15 minutos (ABUSHUFA et al., 1994). Apos a incubagdo,
estas foram diluidas em igual volume de acetonitrila e transferidas para vials de injecao, onde

foram mantidas a 10° C at¢ o momento da injecdo no HPLC.
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Para a andlise dos 4cidos graxos derivatizados através do detector de fluorescéncia,
foram realizadas injecdes no volume de 100 pl de cada amostra. Os acidos graxos foram
injetados em cromatografo liquido Varian Pro-Star e separados em coluna de silica C8, com
particula interna de 5 pm de poro de saida de 100 A A eluicdo aconteceu pela injegao de fase
moével, em gradiente isocratico de acetonitrila e dgua (77/23 - v/v). Uma vez eluidos, os
acidos graxos foram detectados através de detector de fluorescéncia, com excitagdo em 325
nm e excitagao 398 nm.

A incorporacao lipidica foi estimada através da diferenca entre os percentuais de cada
acido graxo, quando comparados com o percentual no grupo controle. Para realizacdo deste
experimento, foram utilizados dez padrdoes de acidos graxos: eicosapentaenoico, alfa
linolénico, docosahexaenoico, miristico, araquidonico, palmitoleico, linoleico, palmitico,

oleico, estearico.

6.2.5.9 Dosagem de citocinas plasmaticas e tecido adiposo

Para quantificar as citocinas (IL-12, IL-6, IL-10, TNF) utilizou-se o kit CBA mouse
Inflammation (BD Cytometric beads array, CA, USA) em ~150 gramas de tecido adiposo e
50 uL de plasma.

Este kit CBA possui microesferas do mesmo tamanho, mas com intensidade de
fluorescéncia distinta, de acordo com a citocina que foi mensurada. Além disso, cada particula
esta conjugada com um anticorpo especifico para cada citocina, que foi identificada pela
fluorescéncia emitida.

A quantificagdo foi realizada por meio de uma curva padrdo, que possibilitou a
constru¢ao de um grafico comparativo de intensidades das amostras e da curva padrio.

A equagdo gerada a partir deste grafico foi utilizada para calcular as concentracdes de
citocinas nas amostras. Para a leitura do teste CBA, utilizou-se o citdometro de fluxo BD

FACSCanto II e analisou-se os resultados no software FCAP Array v3.

6.2.6 Tratamento e analise dos dados

Os A analise estatistica dos dados foi realizada no programa estatistico Graphpad
Prism v.6.01 (Graphpad Inc.; La Jolla, USA). Para avaliagdo da distribuicdo dos dados foi
aplicado o teste de normalidade de Shapiro-Wilk. As varidveis ndo paramétricas foram
transformadas em logaritmo. As variaveis quantitativas foram descritas e apresentadas em

média e erro padrao da média (EPM) quando a distribuicdo foi simétrica ou em mediana e
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intervalo interquartil quando foi assimétrica. Foi realizada a analise de variancia de duas vias
(two way - ANOVA) para avaliar o efeito de cada fator e a interacdo deles, seguido do post
hoc de Holm-Sidak para comparacdo multipla de dados paramétricos. O método extreme
studentized deviate foi aplicado para determinar se um valor atingiu um outlier significativo
(teste de Grubb, disponivel online no GraphPad QuickCalcs). Para todos os testes, foi adotado
o nivel de significancia de 95% (p<0,05).
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ORIGINAL ARTICLE

ABSTRACT

Objective: Palmitoleic acid (PA) is described in the literature has metabolic
immunomodulatory potential. Here, we tested whether the ingestion an edible oil containing
this fatty acid (macadamia oil) can be a therapeutic strategy to mitigate the effects of cafeteria

diets, which are more representative for modern food trends. Subjects and methods: C57BL6

mice fed with a standard diet (SD) or Cafeteria diet (CAF) for 16 weeks were treated with
macadamia oil (1g/kg of b.m.). Two experimental cafeteria diet models were used with
different compositions DIET 1: 47% kcal of carbohydrates, 39% of kcal of fats and 14% of
kcal of proteins and DIET 2: 54% of kcal of carbohydrates, 34% kcal of fats and 12% of kcal
of proteins. Results: There was an increased energy ingestion in the groups that received
cafeteria diets. Diet 1 increased total plasma cholesterol and increased the mass of the
epididymal (eWAT) and retroperitoneal (rWAT). This increase in WAT was potentiated by
the ingestion of macadamia oil when associated with a diet 2, the one with a higher quantity
of simple sugars. In addition, the ingestion of DIET 2 with macadamia oil increased SFA in
erythrocytes membranes, suggesting and increased de novo lipogenesis response. Conclusion:
Ingestion of macadamia oil associated with a cafeteria diet does not seem to prevent the
deleterious effects of such diets and in fact enhanced the expansion of visceral fat when

associated to a diet enriched in simple sugars in C57 / BL6 mice.
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Introduction

According to the World Health Organization (WHO) overweight and obesity are
defined as the abnormal or excessive accumulation of fat, which may represent a health risk,
thus considered a significant risk factor for the development of chronic diseases and increased
mortality (WHO, 2019). In addition, according to a WHO report, published in the year 2016,
more than 1.9 billion adults are overweight, and, of these, 650 million have obesity (WHO,
2016).

It is suggested that excessive dietary energy intake (EI) or a diet high in saturated fatty
acids (SFA) may induce the development of obesity (VANDEVIJVERE, 2015). Specifically,
the increased visceral adipose tissue (VAT) is associated with an increased risk of metabolic
disorders (GILLINGHAM, HARRIS-JANZ, JONES, 2011). Cafeteria diet (CD) is a
commonly used model to induce enhanced adiposity and dyslipidemia, hypertrophy of
adipocytes, and to provide a representative model to investigate the human diet when
compared to high-fat diet (HFD) (HIGA et al., 2014; MAHMOUDI et al., 2018).

Some studies have demonstrated that a diet with higher monounsaturated fatty acid
(MUFA) might help control body mass, an effective strategy for controlling metabolic
disorders induce by excessive EI (ARAPOSTATHI et al., 2011; GILLINGHAM, HARRIS-
JANZ, JONES, 2011). One specific MUFA, palmitoleic acid (PA), has received significant
focus in the last decade. Starting with its description as a potential lipocin (ie. a lipid
messenger released into the blood with the purpose to produce biological responses in target
tissues like that of hormones), it has been shown that PA is able to increase insulin sensitivity
in skeletal muscle and reduce fat accumulation in the liver of mice (CAO et al., 2008).
However, this PA is not much abundant in the human diet. It is found in greater abundance in
the oil of macadamia nuts (17-22%) and in sea buckthorn (43%) (MAGUIRE et al., 2004;

CALDER, 2015). Therefore, most of the studies carried out in pre-clinical experimental
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models use isolated PA to investigate its potential therapeutic effects (BOLSONI-LOPES et
al., 2013, SOUZA et al., 2014).

One study demonstrated that PA treatment (300 mg/kg/b.m.) for 10 days, concomitant
with HFD intake increased the mass of the epididymal (eWAT) and retroperitoneal (rWAT)
white adipose tissue, as well as the adiposity index. Despite the increase of these adipose
tissues, there was attenuation of immunometabolic disorders in these mice (SOUZA et al.,
2014). Another study carried out with mice using the same dose and time did not observe
differences in the mass of these tissues but showed that PA modulated some metabolic
functions in liver and adipose tissue (BOLSONI-LOPES et al., 2013). However, these animals
were not submitted to an obesogenic diet (BOLSONI-LOPES et al., 2013). Interestingly,
another study carried out with mice during 14 days of ingestion of HFD enriched with 4% of
macadamia oil showed an increase of eWAT (HELENTON et al.,2014).

On the contrary, a single study published until now has shown that supplementation
with macadamia oil (2 g/kg/b.m.) three times a week for 12 weeks, attenuated adipose tissue
hypertrophy in HFD-fed mice (LIMA et al., 2014). Besides such effect in adipocyte size, the
data in the paper suggests that macadamia oil ingestion increased the mass of eWAT and
rWAT in mice receiving HFD when compared to the group receiving sole HFD (LIMA et al.,
2014). However, it is essential to highlight that the authors did not explore such increase in
visceral adipose tissue mass when macadamia oil was associated with HFD.

Therefore, it remains to be further investigated if MO, as a source of PA, is able to
counteract or enhance adipose tissue expansion. On the face of that, this study uses different
obesogenic diets, containing processed and ultra-processed food, aiming to investigate
whether macadamia oil could modify the expected adiposity increment caused such diets in

mice.
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Materials and Methods
Experimental design

Approximately 100 mice were used in this study. The 21-day-old male C57BL/6 mice,
from the Laboratory of Investigation in Chronic Diseases of the Federal University of Santa
Catarina (UFSC) were kept in collective cages, with free access to food and water, in a
controlled environment with temperature (22 + 2°C) humidity (55 = 10%), light cycle period
(07:00am to 07:00pm).

After going through an environmental adjustment period of nine days, mice completed
30 days of age. A fasting blood glucose measurement was made and a random distribution
was performed in four experimental groups: Control Group (SD), who received standard diet
(commercial standard chow diet, BIOBASE® 9301; Aguas Frias, SC, Brazil) and water
(1g/b.m./day), group supplemented with macadamia oil (1g/b.m./day) and standard chow diet
(MO), group that received a cafeteria diet and water (1g/b.m./day) (CAF), and group that
received a cafeteria diet and macadamia oil (1g/b.m. /day) (CDO).

Subsequent to the division of the groups, the animals were exposed to the respective
diets and supplemented orally with the oil for a period of 16 weeks. Then, at the end of the
experimental period, after 6-hour food deprivation, the animals were euthanized by direct
decapitation with the use of surgical scissors for blood collection, in which blood samples
were separated for analysis of plasma triglycerides, plasma total cholesterol and subsequent
removal of tissues.

The tissues and organs of interest (epididymal and retroperitoneal adipose tissue) were
carefully removed and weighed in digital analytical balance (TECNAL®, SP, Brazil).
Subsequently, fragments of epididymal adipose tissue were immediately fixed in
paraformaldehyde for future analyzes. Figure 1 shows a schematic representation of the time-

line and experimental procedures. All experimental protocols and procedures were submitted
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and approved by the Animal Research Ethics Committee (AREC) da UFSC, protocol number:
5855301015, which meets the Brazilian and international requirements guidelines for animal

well-being and use.

Diets

The standard chow diet was composed of a percentage of calories as follows: 59% of
carbohydrates, 29% of proteins, 12% of total fats, and 3.00 kcal/gram. The cafeteria diet used
was based on the composition proposed by Higa et al. (2014). It contains milk chocolate
(10g), peanut (10g), corn starch cracker (5g), sugar (5g), and standard chow diet (15g).

For the execution of the experimental protocol, two cafeteria diets with different
macronutrient and calorific values were used. The cafeteria diet 1 had 47% calories from
carbohydrates , 14% from proteins and 39% from total fat, and 4.41 de kcal/gram. The
cafeteria diet 2 had 54% of calories from carbohydrates , 12% from proteins and 34% from
total fat, and 4.35 de kcal/gram. In Table 1, we present the fatty acid profile observed in the

standard diet, cafeteria diet, and macadamia oil.

Food intake evaluation

Food intake and body mass of the animals were monitored weekly by the
measurement of the remaining chow discounted from the total of that deposited in the
previous week. The average amount of food ingested per animal was obtained by summing
the body mass of all animals per cage, divided by the body mass of each animal in the cage,
multiplied by the amount of food that was ingested by the animals in the cage during the week
divided by seven, resulting in consumption per day per animal. All residual food preset in

cages was discounted to avoid imprecisions to obtain food intake data.
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Analysis of plasma biochemical parameters

Plasma samples isolated from blood collected after the death of the animals were used
to quantify total cholesterol and triacylglycerol by colorimetric methods, following the
recommendations of the manufacturer of commercial systems Biotécnica®, values were

expressed as in mg/dL.

Fatty acid composition in red blood cells

The samples were submitted to lipid extraction by the method of Folch (1957). Total
lipids extracted from the cell membranes were saponified in 0.5 M NaOH in methanol (90 %
v/v). The saponified fatty acids were extracted into 3 ml of hexane and dried under nitrogen
gas.

For detection in a high precision liquid chromatography (HPLC), the fatty acids were
resuspended in acetonitrile and derivatized using methoxy coumarin (1 mg; ml) at 60° C for
15 minutes. After the derivation, the fatty acids were injected into the Varian Pro-Star liquid
chromatographer and the elements in the C8 silica column, with an internal particle of 5 pm
of the 100 A output.

Election of an employee in the execution phase, in an isocratic gradient of acetonitrile
and water (70/30 - v/v). Once eluted, the fatty acids were detected by a fluorescence detector,
with excitation at 325 nm and excitation at 398 nm. The lipid incorporation was estimated by
the difference between the percentages of each acid fatty acid when compared to the non-

control group percentage.



70

Epididymal Adipocyte morphometry

Samples of epididymal adipose tissue were collected on the day of euthanasia and
transferred to a histological plastic cassette. Samples were fixed in a 4% paraformaldehyde
solution for 48 h at 8°C, dehydrated in ethanol, and embedded in paraffin.

Representative tissue sections (5 pm) were obtained using a hand microtome and
placed on individual glass slides. Then, the sections were dewaxed in xylol and rehydrated.

Finally, the sections were stained with hematoxylin and eosin and coverslipped using
Canada’s balsam. The stained sections were scanned using the Axio Scan slide scanner
(ZEISS, Oberkochen, Germany) and ZenLite software (Blue edition, ZEISS, Oberkochen,
Germany) was used for determination of morphometric parameters. Cell perimeter was
obtained by the manual contouring blindfold of cells with intact plasma membranes.

Ten to fifteen fields (approximately 150 cells per section) were randomly analyzed for
determination of adipocyte mean area. We decided to work only with epididymal tissue,
because the addition of this fat is related to the higher risk of developing metabolic diseases,

and because it is the most abundant in these animals.

Data analysis

All analyses were performed using Graphpad Prism® version 6.01 (Graphpad Inc.; La
Jolla, USA). The results were expressed as the mean + EPM for parametric data of the
number (n) of animals. The symmetry of the data was tested by Shapiro—Wilk normality test.
Analysis of variance (two-way ANOVA) followed by Holm-Sidak's post hoc test was used
for multiple comparisons of parametric data. Extreme studentized deviate method was applied
to determine whether a piece of data reached significant outlier (Grubb’s test, available online

on GraphPad QuickCalcs). Significance was set at p<0.05.
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RESULTS
Energy intake is increased in the cafeteria diets groups

Our study showed that there was an increase (p<0.01) in mean total energy intake in
the groups CAF when compared to groups SD, due mainly of carbohydrate and fats caloric
ingested (Table 2). It should be noted that the energy from the oil in the groups that were
ingested OM is included in this calculation.

In both SD models the mean percentage of total kcal of carbohydrate, increased
significantly (p<0.1) during the whole intervention period (120 days), when compared to the
CAF groups, with a significant interaction (F= 5.04; p< 0.01), of both factors: diet (F=298.5;
p<0.01) and oil (F=26.0; p<0.01). But it is important to mention here, that the cafeteria diet is
composed of carbohydrates of sugar and starch.

The mean percentage of total kcal of lipids ingested increased significantly (p<0.01) in
groups CAF when compared to groups SD (table 2) and decreased significantly (p<0.01) in
CDO groups when compared to their respective controls. In the diet 1 there was an interaction
of both diet (F= 1904; p<0.01) and oil (F=19.8; p<0.01) and in model 2 there was a
significant interaction (F= 5.63; p<0.05) influenced by both factors, diet (F= 1385; p<0.01)
and oil (F=11.2; p<0.01). Here, that percentages of total calories from lipids do not include

the percentage of calories from macadamia oil ingestion.

Total plasma cholesterol and TAG

As shown in table 2, the plasma total cholesterol concentrations in the diet 1 model
increased significantly (p<0.01) in group CAF when compared to the group SD, by the
influence of the cafeteria diet (F=24.2; p<0.01). However, in the diet model 2, although there
is an influence of macadamia oil (F=3.93; p=0.054), we did not observe significant

differences when comparing group by group, by post hoc test.
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It can be seen in Table 2 that in the diet model 1, TAG concentrations were
significantly lower (p<0.01) in group CAF when compared to the group SD, of the interaction
(F=9.21; p<0.01) and diet (F=7.24; p<0.05;). In the diet model 2, this reduction (p<0.01) was
observed in the CAF group when compared to the SD group and CDO group when compared
to their respective control, having significant influence of both the interaction (F=17.2;

p<0.01) and diet factor (F=9.27; p<0.01).

Lipid ingestion associated simple sugar increases SFA in erythrocytes membranes

The fatty acid profile in the erythrocyte membrane is considered the best indicator in
the medium and long term of fat intake (HODSON, SKEAFF, FIELDING, 2008) and it is
shown in table 3. Because they are similar groups and went through the same intervention, we
decided to present only the data of the percentage of the fatty acid profile of one set of SD and
MO groups (table 3).

In diet 1, fatty acids, myristic (14:0), palmitic (16:0), eicosapentaenoic (20:5n-3), alfa
linolenic (18:3n-3), linoleic (18:2n-6) and palmitoleic (16:1n-7), significantly decreased
(p<0,05 respectively) in the CAF group compared with the SD group. We observe the
opposite in the percentage of oleic (18:1n-9) and stearic (18:0) fatty acids (p<0.05,
respectively). Even in this model, when comparing the CAF group with the CDO group, we
observed a significant increase in palmitoleic fatty acid (p<0.01).

On the other hand, in Diet 2 we observed that myristic, palmitic, docosahexaenoic
(20:6-n3) and arachidonic FA significantly decreased (p<0.01 respectively) in the CAF group
when compared with the SD group. However, we observed a significant increase of the oleic
and linoleic FA (p<0.01).

When comparing the CAF group with the CDO group (diet 2), we observed a

significant increase of the myristic, palmitic, eicosapentaenoic, palmitoleic (p<0.01
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respectively) and a substantial decrease of linoleic fatty acid (p<0.01). The increase in
palmitic acid was caused by a significant interaction (F=6.93; p<0.05) by influence of both
factors, diet (F=9.08; p< 0.01) and oil ingestion (F=28.7; p< 0.01). In addition, we found a
significant increase of palmitoleic acid in the CDO group when compared to respective
control (p<0.01).

The data showed that the ratio of SFA to UFA, was significant decrease in both diets
(1 and 2) in the CAF groups when compared to the groups SD, (p<0.01 e p<0.05
respectively), since in the diet model 1 there was a significant interaction (F=112.7; p<0.01)
by influence of both factors, diet (F=4.45; p< 0.05) and oil (F=130.1; p<0.01). However, the
inverse of this parameter was observed in the CDO group when compared to the CAF group
(p<0.01) in the diet model 2 (figure S1), caused by a significant interaction (F=8.57; p<0.01)

by the influence of the oil (F=19.2; p<0.01).

Macadamia oil ingestion associated with simple sugar increases visceral tissue

As we have observed so far, the caloric intake of macronutrients caused alteration in
the fatty acid and lipid profile. These changes impacted the increase in visceral adipose tissue
in the diet model 2. As shown in figure 2A the CDO group there is a significant increase
(p<0.01) of the epididymal tissue mass when compare with your respective controls, caused
by significant interaction (F=10.9; p<0.01) for dietary influence (F=31.6; p<0.01). And an
additional increase (p<0.01) of the retroperitoneal tissue (figure 2B) caused by significant
interaction (F=11.4; p<0.01) also influenced by diet (F=50.1; p<0.01).

The differences observed in such tissues of these groups were reflected in the sum of
the masses of these fat pads (p<0.01) by significant interaction (F=11.26; p<0.01) of diet

factor (F=32.1; p<0.01). However, we did not observe significant differences in the mean area
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of the adipocytes (figure 3B) or numbers of cells per range of area (figure 3F) between the
groups in this diet model.

In the diet model 1, the CAF group showed a significant increase in the mass of the
epididymal tissue (p<0.01) and the retroperitoneal tissue (p<0.05) when compared to the
group SD (figure S2A e S2B), both by the influence of the diet factor (F=31.8; p<0.01;
F=26.2; p<0.01 respectively).

This difference observed in these groups was reflected in the sum of the masses of
these tissues (figure S2C), and the mean area of the adipocytes (figure 3A), both also
influenced by the diet factor (F=34.3; p<0.01; F=28,8; p<0.01 respectively). In these groups,
we observed a significant increase (p<0.01) in the number of cells per area in the range of

1500-2499um? (figure 3E).

DISCUSSION

We have shown in this work that macadamia oil effects on WAT expansion caused by
cafeteria diet ingestion seem to depend on the composition of the diet. A diet with a higher
quantity of simple sugars initially had a smaller effect on adipose tissue expansion when
compared to a diet with increased fat. However, when mice ingested a diet with an increased
amount of sugar (diet 2) and were exposed to daily doses of macadamia oil, the visceral
adipose tissue expansion response was similar to the one caused by a diet increased in fat (diet
1). Therefore, according to our data, supplementing mice with macadamia oil ingestion does
increase adipose tissue mass in mice, but that might be the fact depending on the amount of
fat and sugar present in the diet used in association with the oil.

These findings provide new evidence the effects of macadamia oil ingestion on
visceral adiposity associated with diets that contain processed foods and substantial amounts

of fat, sugar, protein, low fiber, and more closely simulates a Western human diet. Also, when
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reproducing two models of CD, we demonstrated different results on body fat mass (figure 2);
therefore, we showed that not every "obesogenic" diet induces obesity in the same proportion.

The mass of retroperitoneal and epididymal adipose tissue increased significantly in
the group that received the cafeteria diet 1, affecting the increase of adipocyte area. On the
other hand, animals submitted to diet 2, we observed a significant increase only of
retroperitoneal adipose tissue. These results demonstrate that high consumption of
kilocalories, mainly from dietary fat, maybe one of the main factors contributing to the
increase in adiposity in mice. Similar results have been shown by others (HU et al., 2018;
HIGA et al., 2014; SAMPEY et al., 2011).

In diet 2 model, we observed that ingestion of macadamia oil promoted an increase in
epididymal fat and an additional increase of retroperitoneal fat. These results corroborate with
a previous study on the effect of macadamia oil on visceral adiposity (LIMA et al., 2014).
Some factors that may be associated with these effects could possibly be related to the
increase in the availability of simple sugars concomitant with the supplementation with
macadamia oil in the activation of lipogenic pathways (DE MELO et al., 2018; LEE et al.,
2015; CARTA et al., 2017). That is because excessive dietary glucose and fructose “per se”
might be stimulating lipogenesis via activation of the transcription factor carbohydrate
sensitive response element-binding protein (ChREBP) (UYEDA, REPA, 2006). Another
possibility is that additional oleic acid, coming from macadamia oil, could modulate the
activity of liver X receptors (LXR), promoting LXR-dependent hepatic lipogenesis without
detrimental effects on the liver (DUCHEIX et al., 2017). In addition to that, it is known that
palmitic acid is the main product of fatty acid synthesis (CARTA et al., 2017). Therefore, the
increased proportion of this fatty acid in mice ingesting diet 2 and supplemented with
macadamia oil may be a result of increased de novo lipogenesis (HUDGINS et al., 2011).

Also, it has been shown that increased proportion of saturated fatty acids (mainly stearic acid)
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causes decrement in [B-adrenergic receptor affinity and hormone-sensitive lipase activity,
increased expression of transcriptional factors such as PPARy and reduction of sympathetic
activity in skeletal muscle (MATSUO, SUZUKI, 1994; TAKEUCHI et al., 1995;
WAIJCHENBERG, 2000). Nevertheless, the imbalance between saturated and unsaturated
fatty acids incorporated in tissues and plasma (Table 3) could further stimulate transcription
factors to promote a positive lipogenic balance (LEE et al., 2015; ABBOTT et al., 2012).

Other possible explanation to the increased expansion of the visceral adipose tissue in
mice ingesting diet 2 and macadamia oil might be related to the obesogenic effect of the total
amount of fat ingested. By feeding daily doses of macadamia oil to the mice ingesting diet 2,
we increased their fat consumption in ~13%. Therefore, this additional dietary fat might be a
relevant factor and cannot rule out.

Our study has the advantage of using edible oil as an intervention. Our dose is
equivalent to approximately half a tablespoon of oil per day (~4.6g) when normalized for
humans (NAIR; JACOB., 2016). Differently, previous studies used the isolated form of PA
300 mg/kg/b.m. (BOLSONI-LOPES et al., 2013; SOUZA et al., 2014). Nevertheless, they
also revealed similar results on visceral adiposity in mice of the same strain used by us. One
study carried out in mice also used macadamia oil as an intervention. However, at a dose
twice as higher as ours (LIMA et al., 2014). This study demonstrated that ingestion of
macadamia oil caused attenuation in adipocyte hypertrophy when compared to a standard
chow diet group (LIMA et al., 2014).

The diets used in this study represent a good model to study the obesogenic effects of
nutritional interventions, mainly when compared to high-fat diet traditional models that are
difficult to translate to humans. However, one significant limitation is that they are difficult to
standardize and reproduce, depending on the products available to produce diets, products

brand and the nutritional content of the rodent chow used to create the diet. Those several
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sources of variation may lead to different obese phenotypic profiles for distinct laboratories
preventing them from finding the same results (SMYTH, HERON, 2006; CORDAIN et al.,
2005). Also, we were unable to test different doses of macadamia oil because of the time, the
number of experimental animals available and the human resources needed to repeat the
experimental design.

In conclusion, macadamia oil ingestion increased the expansion of visceral adipose
tissue when associated with the cafeteria diet enhanced in simple sugars. Also, macadamia oil
ingestion did not increase or prevent the adipogenic effect of a cafeteria diet with higher
amounts of lipids. Therefore, macadamia oil ingestion induces different outcomes depending
on the composition of the diet ingested by an individual. Such feature insights further

investigation.

Conflict of Interest

The authors declare there is no conflict of interest to be disclosed

Funding and Acknowledgments

We appreciate the support given by the MCTI/CNPQ/Universal 14/2014, Coordination of
Improvement of Higher-Level Personnel (CAPES) and National Council for Scientific and
Technological Development (CNPq) from received scholarships. A special thank you to Professor,

Katya Naliwaiko and professor Luis Claudio Fernandes for making the HPLC equipment facility.

References:

ABBOTT, S. K., ELSE, P. L., ATKINS, T. A., AND HULBERT, A. J. Fatty acid
composition of membrane bilayers: importance of diet polyunsaturated fat balance. Biochim.

Biophys. Acta, v. 1818, p. 1309-1317, 2012.



78

ARAPOSTATHI C, TZANETAKOU IP, KOKKINOS AD, TENTOLOURIS NK,
VLACHOS IS., et al. A diet rich in monounsaturated fatty acids improves the lipid profile of
mice previously on a diet rich in saturated fatty acids. A diet rich in monounsaturated fatty

acids improves the lipid profile of mice previously on a diet rich in saturated fatty acids.

Angiology, v. 62, p. 636-40, 2011.

BOLSONI-LOPES A, FESTUCCIA WT, FARIAS TS, CHIMIN P, TORRES-LEAL FL,
DEROGIS PB, DE ANDRADE PB, MIYAMOTO S, LIMA FB, CURI R, ALONSO-VALE
MI. Palmitoleic acid (n-7) increases white adipocyte lipolysis and lipase content in a PPARa-

dependent manner. Am J Physiol Endocrinol Metab, v. 305, p.1093-102, 2013.

BARRENA et al., Effect of linseed oil and macadamia oil on metabolic changes induced by high-fat

diet in mice. Cell Biochem Funct, v. 32, p. 333-340, 2014.

CALDER PHILIP C., Functional Roles of Fatty Acids and Their Effects on Human Health.

Journal of Parenteral and Enteral Nutrition, v. 39, p. 18-32, 2105.

CAO H, et al. Identification of a lipokine, a lipid hormone linking adipose tissue to systemic

metabolism. Cell, v. 134, p. 933-944, 2008.

CARTA G, MURRU E, BANNI S, MANCA C. Palmitic Acid: Physiological Role,

Metabolism and Nutritional Implications. Front Physiol, v. 8; p. 902, 2017.



79

CORDAIN L, EATON SB, SEBASTIAN A, MANN N, LINDEBERG S, WATKINS BA et
al. Origins and evolution of the Western diet: health implications for the 21st century. Am J

Clin Nutr v. 81, p. 341-354, 2005.

DE MELO, A. F. et al. Increase in liver cytosolic lipases activities and VLDL-TAG secretion
rate do not prevent the non-alcoholic fatty liver disease in cafeteria diet-fed rats. Biochimie,

v. 150, p. 16-22, 2018.

DUCHEIX S, MONTAGNER A, POLIZZI A, LASSERRE F, RE'GNIER M, MARMUGI A,
et al. Dietary oleic acid regulates hepatic lipogenesis through a liver X receptor-dependent

signaling. PLoS ONE. v. 7, p. 181-393, 2017.

FOLCH, J.; LEES, M.; STANLEY, G. H. S. A simple method for isolation 128 and
purification of total lipid from animal tissue. Journal of Biological Chemistry, v. 226, p.

497-509, 1957.

GILLINGHAM L. G., HARRIS-JANZ S., JONES P. J. H. Dietary monounsaturated fatty
acids are protective against metabolic syndrome and cardiovascular disease risk factors.

Lipids, vol. 46, no. 3, pp. 209-228, 2011.

HIGA, T. S. et al. Comparison between cafeteria and high-fat diets in the induction of
metabolic dysfunction in mice. International Journal of Physiology, Pathophysiology and

Pharmacology, v. 6, n. 1, p. 47-54, 2014.



80

HODSON, L. SKEAFF, C. M. FIELDING, B. A. Fatty acid composition of adipose tissue and
blood in humans and its use as a biomarker of dietary intake. Prog Lipid Res , v. 47, p. 348—

380, 2008.

HU S, WANG L, et al., Dietary Fat, but Not Protein or Carbohydrate, Regulates Energy

Intake and Causes Adiposity in Mice. Cell Metab. v. 4, p. 415-431, 2018.

HUDGINS LC, PARKER TS, LEVINE DM, HELLERSTEIN MK. A dual sugar challenge
test for lipogenic sensitivity to dietary fructose. J Clin Endocrinol Metab v. 96, p. 861-878,

2011.

LEE, J. J., LAMBERT, J. E., HOVHANNISYAN, Y., RAMOS-ROMAN, M. A.,
TROMBOLD, J. R., WAGNER, D. A., et al. Palmitoleic acid is elevated in fatty liver disease

and reflects hepatic lipogenesis. Am. J. Clin. Nutr. v. 101, p. 34-43, 2015.

LIMA EA, et al., Macadamia oil supplementation attenuates inflammation and adipocyte

hypertrophy in obese mice. Mediators Inflamm. v.8, p. 706-734, 2014.

MAGUIRE L. S., S. M. O’'SULLIVAN, K. GALVIN, T. P. O’CONNOR, AND N. M.
O’BRIEN. Fatty acid profile, tocopherol, squalene and phytosterol content ofwalnuts,
almonds, peanuts, hazelnuts and the macadamia nut. International Journal of Food Sciences

and Nutrition, v. 55, n. 3, p. 171-178, 2004.



81

MAHMOUDI, M., CHARRADI, K., LIMAM, F., AOUANI, E. Grape seed and skin extract
as an adjunct to xenical therapy reduces obesity, brain lipotoxicity and oxidative stress in high

fat diet fed rats. Obesity Research & Clinical Practice, v. 12, n. 1, p. 115-126, 2018.

MATSUO T, SUZUKI M. Beef tallow diet decreases lipoprotein lipase activities in brown
adipose tissue, heart, and soleus muscle by reducing sympathetic activities in rats. J Nutr Sci

Vitaminol, v. 40, p. 569-581, 1994.

NAIR AB, JACOB S. A simple practice guide for dose conversion between animals and

human. J Basic Clin Pharm. v. 7, n. 2, p.27-31, 2016.

SAMPEY, B. P. et al. Cafeteria diet is a robust model of human metabolic syndrome with
liver and adipose inflammation: comparison to high-fat diet. Obesity (Silver Spring, Md.), v.

19,n. 6,p. 1109-17, 2011.

SMYTH S, HERON A. Diabetes and obesity: the twin epidemics. Nat Med, v. 12, p. 75-80,

2006.

SOUZA CO, TEIXEIRA AA, LIMA EA, BATATINHA HA, GOMES LM, CARVALHO-
SILVA M, MOTA IT, STRECK EL, HIRABARA SM, ROSA NETO JC. Palmitoleic acid (n-

7) attenuates the immunometabolic disturbances caused by a high-fat diet independently of

PPARa. Mediators Inflamm. p. 582-197, 2014.



82

TAKEUCHI, H.; MATSUO, T.; TOKUYAMA, K.; SHIMOMURA, Y.; SUZUKI, M. Diet-
induced thermogenesis is lower in rats fed a lard diet than in those fed a high oleic acid

safflower oil diet, a safflower oil diet or a linseed oil diet. J. Nutr. v. 125, p. 920-925, 1995.

UYEDA, K., AND REPA, J. J. Carbohydrate response element binding protein, ChREBP, a
transcription factor coupling hepatic glucose utilization and lipid synthesis. Cell Metab, v. 4,

p. 107-110, 2006.

VANDEVIJVERE S, CHOW CC, HALL KD, UMALI E, SWINBURN BA. Increased food
energy supply as a major driver of the obesity epidemic: a global analysis, Bull. World

Health Organ, v. 93, p. 446456, 2015.

WAJCHENBERG BL. Subcutaneous and visceral adipose tissue: their relation to the

metabolic syndrome. Endocr Rev, v. 21, p. 697-738, 2000.

WORLD HEALTH ORGANIZATION (WHO). Obesity and overweight.
https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/obesity-and-overweight. Updated March

16, 2019.



Table and figures.

{21) (30) (60)

C57BL/6
Male mice

(age)

EXPERIMENTAL
GROUPS DIVISION

) HOUSED FOR ACCLIMATIZATION (S days)
INTERVEMTION PERIOD

Macadamia oil (1g/kg de b.m.)
Cafeteria diets

Figure 1. Schematic timeline.

(90)

83

(120) (150)

EUTHAMASIA
Blood and tissue collection

Table 1. Percentage (%) of fatty acids present in diets and macadamia oil from high precision liquid

chromatography.
Fatty Acids Standard Cafeteria diet Macadamia oil
chow diet

Miristic 14:0 2.99 1.35 1.00
Palmitic 16:0 36.92 14.32 7.67
Palmitoleic 16:1n-7 1.12 0.14 22.32
Stearic 18:0 1.84 5.15 3.81
Oleic 18:1n-9 17.73 40.39 57.04
Linoleic 18:2n-6 18.24 24.79 7.49
a-linolenic 18:3n-3 0.46 0.06 0.68
Arachidonic 20:4n-6 19.39 13.70 ND
EPA 20:5n-3 0.89 0.06 ND
DHA 22:6n-3 0.42 0.05 ND

Abbreviations: EPA: Eicosapentaenoic fatty acid, Docosahexaenoic fatty acid, ND: not detected.
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Table 2. Averaged consumption, energy intake, macronutrients, total body mass triacylglycerol and total cholesterol of mice over 16 weeks of
experimental period supplemented or not with macadamia oil.

DIET 1 DIET 2
Group SD MO CAF CDO SD MO CAF CDO
n 10 10 10 10 12 10 12 9
Total Food Intake (g) 363.049.5  293.0+15.4% 286.6+5.0* 266.944.5 341.849.1 327.6+6.4 286.8+5.3* 262.0+4.9
Mean food intake  27.9+0.7 23.6+0.5 22.0+£0.3* 20.5+0.3 26.2+0.7 25.2+0.4 22.0+0.4* 20.140.3%
(g/week)
EI (mean/kcal/week) 82.6+2.1 70.5+1.6% 97.8+1.7* 90.0+1.4 78.8+2.1 75.8+1.4 95.9+1.7* 87.3+£1.7%
EI (mean/kcal/last 3 87.0+£3.8 72.1£2.1% 102.6+1.9* 97.1£2.6 77.6£2.2 75.9+1.9 89.7+1.4* 84.2+2.0
weeks)
CARBOHYDRATE
(Percentage of total kcal)
Mean of week 16.2+0.4 14.0+0.3" 10.4+0.1* 9.5+0.1% 15.5+0.4 14.8+0.2 11.9+0.2%* 10.8+0.2
Mean of last 3 weeks 17.1+0.7 14.1+0.4* 10.9+0.2* 10.3+£0.2 15.2+0.4 14.8+0.3 11.1£0.1 10.5+0.2
PROTEIN
(Percentage of total kcal)
Mean of week 8.0+0.2 6.9+0.1% 3.0+0.0* 2.8+0.0 7.6+0.2 7.3£0.1 2.6:0.0* 2.4+0.0
Mean of last 3 weeks 8.4+0.3 6.94+0.2% 3.2+0.0* 3.0+£0.0 7.5+0.2 7.3+0.1 2.4+0.0%* 2.3+0.0
LIPIDS
(Percentage of total kcal)
Mean of week 3.3+0.0 2.840.0% 8.5+0.1%* 8.0+0.1% 3.1+0.0 3.0+£0.0 7.5+0.1* 6.8+0.1%
Mean of last 3 weeks 3.4+0.1 2.84+0.0% 9.0+0.1* 8.5+0.2% 3.1£0.0 3.0+£0.0 7.0£0.1* 6.6+0.1
Mean total body mass 18.2+0.3 17.3+0.2 19.1+0.3 18.9+0.2 20.8+0.9 19.9+0.6 20.7+0.4 20.2+0.5
(®*
Mean total body mass (g)* 28.6£1.0 27.4+0.7 27.7£1.0 28.9+1.0 29.6+1.0 30.8+0.6 27.0+£0.6 28.3+0.9
Mean total body mass (g)} 24.7+£0.5 23.240.5 24.3£0.5 24.6+£0.4 25.4+0.8 25.0+0.4 24.0+0.4 23.840.4
TAG (mg/dL) 85.9+5.6 65.0+3.6" 59.8+3.8* 66.6+4.4 68.1+£3.0 55.1+4.6 35.0+3.6* 60.2+7.3%
TC (mg/dL) 76.1£2.5 76.7£4.6 101.6£7.0* 103.2+6.2 71.1+4.6 97.0+£9.6 92.9+£5.9 103.1£8.0

All values are presented as mean = EPM. Two-way ANOVA followed by the Holm-Sidak's multiple comparisons test; p<0.05.

*Different from standard chow diet within the cafeteria diet group. # Different from the respective control group. &-First three weeks. $-Last week. §- all experimental time.
Abbreviations: SD: standard chow diet group; MO: standard chow diet plus macadamia oil group; CAF: cafeteria diet group; CDO: cafeteria diet plus macadamia oil group; EI:
Energy intake; TAG: Triacylglycerol; TC: Total cholesterol.
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Table 3. Percentage (%) of red blood cells fatty acids in mice over 16 weeks of experimental period supplemented or not with macadamia oil.

DIET 1 DIET 2
Group SD MO CAF CDhO CAF CDO
n 5 6 5 6 5 5

Fatty acids

Myristic 14:0 8.20+0.2 3.37+0.29 5.28+0.4* 5.40+0.7 6.10+0.63* 8.28+0.81%
Palmitic 16:0 28.66+0.94 19.34+1.67 25.47+1.26* 24.90+0.97 | 21.95+0.68*  28.82+3.33"
Palmitoleic 16:1n-7  1.01£0.10 1.16+0.11 0.37+0.06* 2.00+0.28" 0.91+0.25 1.92+0.28"
Stearic 18:0 7.99+0.14 5.586+0.55 8.996+0.48* 8.886+0.77 9.31+£0.91* 10.15+2.5
Oleic 18:1n-9 15.10£1.36 46.934+2.96 27.57+1.03* 29.55+1.53 | 25.76x1.91*  28.06+4.10
Linoleic 18:2n-6 16.67+1.20 10.19+0.59 10.84+0.43* 11.31+0.81 | 23.20+1.67*  11.02+1.36"
a-linolenic 18:3n-3 0.14+0.06 0.09+0.02 0.05+0.03* 0.04+0.03 0.07+0.04* 0.06+0.02
AA 20:4n-6 21.91+0.69 12.12+0.64 21.28+0.61 17.82+1.61% 10.12+0.34 8.95+2.46
EPA 20:5n-3 0.25+0.13 0.1620.01 0.10+0.07* 0.06:0.03 0.11£0.07* 0.36+0.11%
DHA 22:6n-3 0.02+0.04 0.01+0.02 0.00+0.01 0.00=+0.00 0.05+0.03 0.05+0.01
Ratio SFA/UFA 0,81+0,02 0,41+0,04 0,66+0,04* 0,64-+0,05 0,60+0,05* 0,90+0,16"

All values are presented as mean + EPM. Two-way ANOVA followed by the Holm-Sidak's multiple comparisons test; p<0.05.

* Different from Standard chow diet within the cafeteria diet group. # Different from the respective control group. Abbreviations: SD: standard chow diet group;
MO: standard chow diet plus macadamia oil group; CAF: cafeteria diet group; CDO: cafeteria diet plus macadamia oil group, AA: Arachidonic fatty acid, EPA:
Eicosapentaenoic fatty acid, Docosahexaenoic fatty acid. Percentage (%) ratio of saturated fatty acid (SFA)/unsaturated fatty acid(UFA).
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Figure 2. Comparison of the different fractions of body fat in mice over 16 weeks of experimental period supplemented or not with macadamia oil. (A) Epididymal adipose tissue (B)
Retroperitoneal Adipose Tissue. (C) Sum of Epididymal and retroperitoneal adipose tissue. All values are presented as mean £ EPM. Two-way ANOVA followed by the Holm-
Sidak's multiple comparison test; ** p<0.01. CAF: cafeteria diet group (diet 1 n= 10; diet 2 n= 12); CDO: cafeteria diet plus macadamia oil group (diet 1 »n= 10; diet 2 n= 09).
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Figure 3. Area and distribution of adipocytes per range of area in epididymal adipose tissue in mice over 16
weeks fed different diets, supplemented or not with macadamia oil. (A) and (B) Represented mean the area of
the adipocytes. (C) and (D) represented adipocytes area. (E) and (F) Represented the number of cells per area.
Abbreviations: SD: standard chow diet group (diet 1 »= 10; diet 2 n= 11); MO: standard chow diet plus
macadamia oil group (diet 1 n= 7; diet 2 n= 10); CAF: cafeteria diet group (diet 1 »= 10; diet 2 n=11); CDO:
cafeteria diet plus macadamia oil group (diet 1 n= 10; diet 2 n=9). All representative graphs were measured
using Zenlite® software. All values are presented as mean = SEM. Two-way ANOVA followed by the Holm-
Sidak's multiple comparisons test; ** p<0.01.
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Figure S1. Comparison of the different fractions of body fat in mice over 16 weeks of experimental period supplemented or not with macadamia oil. (A) and (D) Epididymal
adipose tissue (B) and (E) Retroperitoneal Adipose Tissue. (C) and (F) Sum of Epididymal and retroperitoneal adipose tissue. All values are presented as mean £ SEM. SD:
standard chow diet group (diet 1 n= 10; diet 2 n= 11); MO: standard chow diet plus macadamia oil group (diet 1 n=7; diet 2 n= 10); CAF: cafeteria diet group (diet 1 n= 10;
diet 2 n=11); CDO: cafeteria diet plus macadamia oil group (diet 1 n= 10; diet 2 n=9). Two-way ANOVA followed by the Holm-Sidak's multiple comparisons test; *p<0.05,

*#%p<0.01.
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Figure S2. Representative images of epididymal adipose tissue. (A) Diet 1, (B) Diet 2. Abbreviations: SD:
standard chow diet group; MO: standard chow diet plus macadamia oil group; CAF: cafeteria diet group; CDO:
cafeteria diet plus macadamia oil group.
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RESUMO

Introducdo/Objetivos: Embora os acidos graxos da dieta possam modular respostas

metabolicas e imunoldgicas, os efeitos do acido palmitoleico (16:1n-7) sobre o tecido adiposo
ndo estdo esclarecidos. Assim, nos verificamos se a ingestdo de um o6leo enriquecido com
50% deste acido graxo pode ser uma estratégia terapeutica para mitigar o efeito de uma dieta
de cafeteria mais representativa para tendéncias alimentares modernas. Métodos: para este
trabalho, camundongos c57bl/6 foram divididos em quatro grupos: alimentados com uma
dieta padrdo, alimentados com dieta de cafeteria, alimentado com uma dieta padrio e
suplementados com 6leo enriquecido com 50% de 4cido palmitoleico (1g/kg de m.c. por dia)
por via orale um ultimo grupo alimentados com dieta de cafeteria e suplementados com 6leo
enriquecido com 50% de acido palmitoleico, durante 16 semanas. Resultados: Observamos
que a ingestdo do 6leo enriquecido com 50% de acido palmitoleico, preveniu o aumento do
tecido retroperitoneal e epididimal e atenuou alteragdes na homeostase glicémica causadas por
dieta obesogénica camundongos. Conclusdes: a suplementagdo com o 6leo enriquecido com
50% de acido palmitoleico durante 16 semanas, na dose de 1g/kg/m.c. por dia preveniu o
aumento da gordura visceral e atenuou as alteragdes metabodlicas induzidas por uma dieta

obesogénica.

Palavras-chave: Obesidade. Dieta de cafeteria. Acidos Graxos Omega-7. Metabolismo.

Inflamagao.
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INTRODUCAO

A obesidade ¢ definida pelo acumulo ou excesso de gordura corporal resultante de um
desequilibrio energético, influenciado por fatores comportamentais, ambientais, culturais e
genéticos (OKORODUDU et al., 2010). Frequentemente associada as desordens metabdlicas,
incluindo, disfun¢do tecidual, diminuicdo da tolerancia a glicose, resisténcia a insulina
(BAYNARD et al., 2012). De acordo com um relatério da OMS publicado no ano de 2016,
650 milhdes de adultos tém obesidade (WHO, 2019). Diante disso, abordagens nutricionais
representam importantes alvos terapéuticos, uma vez que vias celulares e moleculares sao
continuamente reguladas por metabdlitos, como por exemplo, mediadores lipidicos bioativos
(JOHNSON, MAKOWSKI; 2015).

Dentro do campo das intervengdes nutricionais, o acido palmitoleico (C16:1n-7),
recebeu interesse significativo na tltima década, comecando com a sua descri¢do como uma
lipocina, ou seja, um mensageiro lipidico liberado no tecido adiposo com acdo bioldgica
similar a de hormonios, capaz de aumentar a sensibilidade a insulina no musculo esquelético e
reduzir o acumulo de gordura no figado de camundongos. (CAO et al., 2008). Este acido
graxo pode ser sintetizado pela dessaturacdo do acido palmitico (C16:0) em uma reagao
catalisada pela estearoil-CoA dessaturase-1 (SCD-1), dessa forma, os principais locais da
atividade desta enzima sdo, tecido adiposo e o figado (WALKER et al., 2015). Contudo, o
acido palmitoleico, foi descrito como um importante bloqueador, da expressao e atividade, da
SCD-1, reduzindo a resisténcia a insulina e a doenca hepatica gordurosa ndo alcodlica em
camundongos (CAO et al., 2008; YANG ZH1, MIYAHARA H, HATANAKA A., 2011).

Além disso, estudos demonstraram em cultura de adipocitos e macrofagos, um
aumento da fosforilagdo da AMP ativada por proteina cinase (AMPK) quando expostas
(200uM e 0,5mM) de acido palmitoleico, promovendo um aumento da lipdlise e do
metabolismo oxidativo (BOLSONI-LOPES et al., 2013; CHAN et al., 2015).

Além disso, outros estudos observaram que o acido palmitoleico aumentou a
sensibilidade a insulina e a redugdo da glicemia em roedores com uma dose de 300 mg/kg/dia
durante 10 dias, concomitante a ingestdo de uma dieta hiperlipidica (BOLSONI-LOPES et al.,
2013; SOUZA et al., 2014)

Em concordancia com os estudos in vitro, a suplementagdo oral de 300mg/kg/dia de
acido palmitoleico, em camundongos obesos, aumentou a fosforilacio da AMPK nos

hepatécitos, melhorando a sensibilidade a insulina pela ativacdo do (Receptor ativado do



93

proliferador peroxisoma alpha) PPARa (SOUZA et al., 2017). Adicionalmente, a infusao
intravenosa de acido palmitoleico com 10 mg/kg/dia em ovinos obesos, aumentou a expressao
da AMPK no tecido adiposo e no musculo esquelético, favorecendo a lipdlise e a oxidagao de
acidos graxos nestes tecidos (DUCKETT et al., 2014; BURNS et al., 2012).

Além disso, outros estudos evidenciaram efeitos imunomoduladores do acido
palmitoleico, demonstrando menor expressao de genes relacionados a via do TLR-4 em
adipocitos de camundongos incubados com acido palmitoleico (SHAW et al., 2013).
Contudo, em macrdéfagos expostos ao acido palmitoleico, foi observado menor expressdo de
genes inflamatdrios com consequente reducdo na produgdo de citocinas pré-inflamatorias e
maior diferenciacdo de macréfagos para um fenotipo anti-inflamatério (CHAN et al., 2015;
CIMEN et al., 2016; SOUZA et al., 2017).

Apesar dos efeitos promissores sobre as alteracdes metabodlicas relacionadas a
obesidade, ndo sdo conhecidos os efeitos biologicos da ingestdo de 6leos com teor de acido
palmitoleico maiores de 35% em modelos obesogénicos mais representativos para dieta
humana. Portanto, o objetivo do nosso trabalho, foi investigar o efeito da suplementacdo do
6leo enriquecido com 50% de acido palmitoleico, sobre o tecido adiposo e desfechos

metabolicos funcionais em camundongos C57BL/6 ingerindo ou ndo dieta de cafeteria.

METODOLOGIA

Desenho experimental

Foram utilizados 44 camundongos C57BL/6 machos com 21 dias de idade,
provenientes do Laboratorio de Pesquisa de Doengas Cronicas da Universidade Federal de
Santa Catarina (UFSC), estes animais foram mantidos em gaiolas coletivas, com livre acesso
a alimentos e agua, em ambiente controlado, com temperatura (22 = 2 ° C) umidade (55 +
10%) e periodo de ciclo de luz (07:00 as 19:00).

Apo6s passar por um periodo de adaptacdo de nove dias, no 30° foi verificado a
glicemia de jejum e realizado a distribui¢do dos animais em quatro grupos experimentais:
Grupo Controle (SD), que recebeu dieta padrdo (dieta padrao comercial BIOBASE® 9301;
Aguas Frias, SC, Brasil) ¢ 4gua (1g/m.c./dia), grupo suplementado com 6leo enriquecido com
50% de acido palmitoleico (1g/m.c./dia) e ragdo padrao (SDO50%), grupo que recebeu dieta
de cafeteria e 4gua (1g/m.c./dia) (CAF) e grupo suplementado com 6leo enriquecido com 50%

de &cido palmitoleico (1g/m.c./dia) e dieta de cafeteria (CDO50%).
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Apo6s a divisao dos grupos, os animais foram expostos as respectivas dietas e
suplementados por via oral, com 6leo enriquecido com 50% de acido palmitoleico por 16
semanas, sendo que, ao final do periodo experimental, apds 6 horas de privagdo alimentar, os
animais foram eutanasiados por puncdo cardiaca, ap6s anestesiados por inalagdo com
Isoflurano na qual foram separadas amostras de sangue para andlise de colesterol total,
triglicerideos, insulina. Posteriormente 6rgaos e tecidos foram cuidadosamente removidos e
pesados em balanca eletronica analitica digital (TECNAL®, SP, Brasil). Fragmentos dos
tecidos de interesse (Tecido adiposo epididimal e figado) foram imediatamente congelados
em nitrogénio liquido para armazenagem em freezer -80°C. Contudo, o tecido adiposo
epididimal esquerdo dos animais, foram imediatamente fixados em paraformaldeido para
futuras analises. A figura 1 mostra uma representagdo esquematica do protocolo completo.
Todos os protocolos e procedimentos experimentais foram submetidos e aprovados pelo
Comité de Etica no uso de animais (CEUA) da UFSC, sobre o protocolo numero:
5855301015, que atende as diretrizes brasileiras e internacionais de requisitos para bem-estar

animal e uso.

Dietas e ingestdo alimentar

A dieta padrao foi composta por um percentual caldrico de 59% de carboidratos, 29%
de proteinas, 12% do total de gorduras e 3,00 kcal/grama. A dieta da cafeteria utilizada,
baseou-se na composi¢cdo proposta por Higa et al. (2014). Contém chocolate ao leite (10g),
amendoim (10g), maizena cracker (5g), actcar (5g) e ragdo padrao (15g), composta por um
percentual de calorias de carboidratos de 47%, 14% de proteinas e 39% de gordura total e
4,41 de kcal/grama. Na Tabela 1, apresentamos o perfil de 4cidos graxos encontrados na dieta
padrao e dieta cafeteria. A matéria prima para a fabricagdo do 6leo enriquecido com 50% de
acido palmitoleico utiliza o peixe Alaska Walleye Pollok (theragra chalcogramma). Os
acidos graxos presentes neste 6leo estdo na forma de estil ester e sdo, o acido palmitoleico
(558 mg/g), acido palmitico (257mg/g) e acido oleico (1mg/g).

A ingestdo de alimentos e a massa corporal, foram registrados uma vez por semana. A
ingestdo de alimentos foi determinada subtragcdo do restante do alimento descontado do total
daquele depositado na semana anterior. Entdo, uma média do consumo individual foi
calculada pela soma do peso de todos os animais por gaiola, dividido pelo peso de cada
animal na gaiola, multiplicado pela quantidade de racdo que foi ingerida pelos animais da

gaiola durante a semana.
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Avaliagdo da tolerancia a glicose intraperitoneal (TTGip)

ApOs seis horas de restricdo alimentar, os animais tiveram a extremidade da cauda
seccionada para a coleta de sangue utilizado para determinacao da glicemia no tempo 0. Logo
apos, foi administrado solugdo de glicose 50% (2 g/kg de m.c.) via intraperitoneal e verificado
a glicemia nos tempos 30, 60, 90 ¢ 120 minutos (HIGA et al., 2014). A partir desses valores
calculou-se a area sob a curva (ASC). Esta avaliacao foi realizada apds 120 dias de execugao

do protocolo experimental.

Determinagdo de parametros plasmaticos apos a morte dos animais

Amostras de plasma isoladas do sangue coletadas apds a morte dos animais foram
utilizadas para determinar o colesterol total, triacilglicerol por métodos colorimétricos, de
acordo com as recomendacdes do fabricante de sistemas comerciais Biotécnica®. A
concentracdo plasmatica de insulina foi realizada por meio do sistema de microesferas
utilizando o kit AlphalLISA®, de acordo com as orientagdes do fabricante (AL204C)
(PerkinElmer, Waltham, MA, EUA). As concentra¢des plasmaticas e teciduais de citocinas
(IL-6, IL-10, MCP-1, IFNy, TNF e IL-12p70) foram determinadas por citometria de fluxo
(BD Biosciences FACSCantoll flow cytometer® - BD Biosciences, San Diego, CA, EUA)
utilizando o kit comercial BD Cytometric Bead Array (CBA) mouse Inflammation Kit® (BD
Biosciences, San Jose, CA, EUA) e seguindo as instrugdes do fabricante. Foram expressas em
pg/mL. Os limiares minimos de deteccdo de foram 5 pg/mL, 17,5 pg/mL, 52,7 pg/mL, 2,5
pg/mL, 7,3 pg/mL e 10,7 pg/mL, respectivamente.

Conteudo de triacilglicerol e colesterol total hepatico

Para determinacao do contetido de TAG e CT hepatico, 100 mg de figado obtido logo
apoOs a eutandsia (mesma regido para todos os animais) foi transferido para tubos de ensaio
contento NaCl (IM) e homogeneizado (UltraTurrax® - IKA® Staufen, Alemanha).
Posteriormente, foi adicionado cloroférmio/metanol (2:1) e centrifugado a 5000 x g por 5
min, com a formacao de 3 fases, sendo a fase inferior (metanolica) retirada para posterior
secagem em banho-maria fervente. Em seguida, a amostra foi ressuspendida em Triton
X100/Metanol (2:1) seguida por agitacdo em vortex. Logo apos, foi realizada a dosagem do
TAG e CT por ensaio colorimétrico enzimdtico de acordo com instru¢des do fabricante

(Biotécnica®) (TRINH et al., 1998; BARBOSA et al., 2016).
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Analise histologica do tecido adiposo branco

Imediatamente apds a morte dos animais, as amostras do tecido adiposo (epididimal)
foram transferidas para cassetes histologicos de pléstico e fixadas em paraformaldeido 4% por
48 horas a 8° C desidratadas em 70% de etanol e incluidas em parafina. Apos esta etapa foi
realizada a microtomia (0.5um) de amostras de tecido adiposo de cada grupo experimental
obtidas em microtomo e aderidas em laminas de vidro, em seguida foram desparafinadas em
xilol e reidratadas para coloracdo com Hematoxilina-Eosina cobertas com Balsamo do Canada
e entdo as imagens foram capturadas pelo digitalizador de laminas automatizado (ZEISS,
Oberkochen, Alemanha) e posteriornente analisadas pelo software Zenlite® (edigdo Blue,
ZEISS, Oberkochen, Alemanha). O perimetro celular foi obtido pelo contorno manual de
células com membranas plasmaticas intactas. Dez a quinze campos (aproximadamente 150
células por se¢do) foram analisados cegamente e aleatoriamente para determinacdo da area
média dos adipdcitos. Decidimos trabalhar apenas com tecido epididimal, pois a adi¢do dessa
gordura esta relacionada ao maior risco de desenvolver doencgas metabdlicas, e por ser a mais

abundante nesses animais.

Determinagdo do perfil acidos graxos das hemdcias e tecido adiposo

O perfil lipidico do tecido adiposo (0,010g) e hemécias (200 pl) dos animais, foram
determinadas por cromatografia liquida de alta performance (High Performance Liquid
Chromatrography- HPLC). As amostras foram submetidas a extragdo lipidica pelo método
de Folch (1957). Os lipidios totais, extraidos das membranas celulares foram saponificados
em NaOH 0,5 M em metanol (90% v/v). Os é&cidos graxos saponificados foram extraidos em
3 mL de hexano e secos em fluxo de nitrogénio gasoso. Para deteccdo em cromatografo
liquido de alta precisdo (HPLC), os acidos graxos foram ressuspendidos em acetonitrila e
derivatizados usando metoxi-coumarina (1 mg; mL), a 60° C por 15 minutos em sonicador.
Ap0s derivatizagdo, os acidos graxos foram injetados em cromatografo liquido Varian Pro-
Star e separados em coluna de silica C8, com particula interna de 5 pm de poro de saida de
100A. A eluicdo aconteceu pela injecao de fase mével, em gradiente isocratico de acetonitrila
e agua (77/23 - v/v). Uma vez eluidos, os acidos graxos foram detectados através de detector
de fluorescéncia, com excitagdo em 325 nm e excitagdo 398 nm. A incorporag¢ao lipidica foi
estimada através da diferenca entre os percentuais de cada acido graxo, quando comparados

com o percentual no grupo controle.
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Tratamento e andlise dos dados

Os A analise estatistica dos dados foi realizada no programa estatistico Graphpad
Prism v.6.01 (Graphpad Inc.; La Jolla, USA). Para avaliagdo da distribui¢do dos dados foi
aplicado o teste de normalidade de Shapiro-Wilk. As varidveis ndo paramétricas foram
transformadas em logaritmo. As variaveis quantitativas foram descritas e apresentadas em
média e erro padrao da média (EPM) quando a distribuicao foi simétrica ou em mediana e
intervalo interquartil quando foi assimétrica. Foi realizada a analise de variancia de duas vias
(two way - ANOVA) para avaliar o efeito de cada fator e a interagdo deles, seguido do post
hoc de Holm-Sidak para comparacdo multipla de dados paramétricos. O método extreme
studentized deviate foi aplicado para determinar se um valor atingiu um outlier significativo
(teste de Grubb, disponivel online no GraphPad QuickCalcs). Para todos os testes, foi adotado
o nivel de significancia de 95% (p<0,05).

RESULTADOS

Ingestdo energética e massa corporal

Para avaliar a quantidade energética ingerida pelos animais durante o protocolo
experimental, descrevemos na tabela 1 os dados de ingestdo alimentar. Nosso estudo
demonstrou que houve um aumento significativo (p<0,01) na média da ingestdo energética
semanal no grupo CAF, quando comparado com o grupo SD, por influéncia da dieta
(F=17,84; p<0,01) durante o protocolo experimental de 16 semanas. Ao final do protocolo

ndo observamos diferengas no ganho de massa corporal total entre os grupos.

Perfil lipidico plasmatico e hepatico

Os lipidios plasmaticos foram utilizados para avaliar os pardmetros metabolicos
associados com a ingestdo energética da dieta e Oleo enriquecido com 50% de 4acido
palmitoleico. N6s demonstramos na tabela 1 que as concentragdes de triacilglicerol
plasmaticas estavam aumentadas no grupo CAF e diminuiram significativamente (p<0,05) no
grupo CDO quando comparado com o grupo CAF, por uma interagdo significativa (F =8,09;
p<0,01) mas que ndo foi influenciada pelos fatores dieta ou 6leo.

As concentragdes hepaticas de colesterol total aumentaram significativamente (p<

0,01) no grupo CAF quando comparado com o grupo SD, por influéncia dos dois fatores,
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dieta (F=76,36; p< 0,01) e 6leo (F=9,75; p< 0,01), e observamos um incremento adicional no

grupo CDO (p<0,01) quando comparado com o grupo CAF.

Tolerancia a glicose e insulina de jejum

Para avaliarmos se o consumo de dieta de cafeteria associado a ingestdo de Oleo
enriquecido com 50% de 4cido palmitoleico promoveria alteracdes na glicemia, avaliamos a
tolerancia da glicose no 120° dia de experimento.

No6s demonstramos (tabela 1) que houve um aumento significativo (p<0,05) da
glicemia de jejum do grupo CAF quando comparado com o grupo SD, por influéncia da dieta
(F= 23,71, p<0,01). Adicionalmente, podemos observar que houve uma discreta diminuigao
da glicemia de jejum no grupo CDO quando comparado com o grupo CAF, contudo, esta
diminui¢do nao foi significativa.

Nos demonstramos na figura 2, que a dieta de cafeteria foi eficiente em causar uma
diminuicdo da tolerancia a glicose no grupo CAF (p< 0,01) quando comparado com o grupo
SD refletindo no aumento da area abaixo da curva, por uma interacao significativa (F= 12,93;
p<0,01). Adicionalmente, observamos um aumento da tolerancia a glicose no grupo CDO,
refletindo uma melhor responsividade durante o desafio com a glicose quando comparado
com o grupo CAF, e isto contribuiu para a diminuic¢do significativa da area abaixo da curva,
por efeito da interagdo entre os fatores (F =12,93; p<0,01).

Ao final do periodo de intervencdo, associado a estes experimentos funcionais,
avaliamos as concentragdes plasmaticas de insulina de jejum e observamos uma diminuigado
significativa (p<0,01) no grupo CDO quando comparado com seu controle, sem influéncia

dos fatores (tabela 1).

Massa adiposa

Para confirmarmos se estas alteragdes funcionais, observadas entre os grupos CAF e
CDO poderiam estar relacionadas com o a massa do tecido adiposo branco, no dia da
eutandsia dos animais nds retiramos cuidadosamente os tecidos retroperitoneal, inguinal e
epididimal para pesagem e realizamos a andlise histologica do tecido epididimal. Decidimos
utilizar para esta andlise esta gordura visceral, por ser mais abundante nestes camundongos e
por ser mais representativa para doencas metabolicas.

No6s demonstramos na figura 3ABC, que a dieta de cafeteria foi eficiente em aumentar

as massas de gorduras (epididimal, retroperitoneal e inguinal quando comparamos os grupos
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CAF com o grupo SD (F=12,45; F= 18,23; F= 5,224; p<0,05) por influéncia da dieta (F=
40,06; F= 38,39; F= 18,41, p<0,05) respectivamente. Adicionalmente, este aumento das
massas, refletiram no aumento significativo do indice de adiposidade no grupo CAF quando
comparado com o grupo SD por interacdo (F= 14,73; p<0,01) influenciada pela dieta (F=
40,99; p<0,01). Na figura 4A observamos um aumento significativo (p<0,01) da média das
areas dos adipdcitos, causada pela interacao significativa (F= 4,35; p<0,05) por influéncia da
dieta (F= 30,79; p<0,01). Os dados do numero de células por area demonstraram que houve
uma hipertrofia dos adipocitos causada pela dieta (figura 4B).

Evidenciamos nas figuras 3ABC que as massas do tecido epididimal e retroperitoneal
estavam diminuidos significativamente (p<0,01) no grupo CDO quando comparado com o
grupo CAF, ambos por interacdo dos fatores (F= 12,45 e F= 18,23; p<0,01) e influéncia da
dieta (F= 40,06; F= 38,39; p<0,01). Ainda, observamos uma sutil diminui¢do, porém sem
significancia, da massa do tecido inguinal no grupo CDO quando comparado com o grupo
CAF. Demonstramos também, uma diminui¢do significativa no indice de adiposidade do
grupo CDO quando comparado com o grupo CAF (p<0,01), por influéncia significativa (F =
14,73; p<0,01) da dieta (F=40,99; p<0,01).

Perfil de acidos graxos em membranas de eritrocitos e tecido adiposo

Devido a natureza da interven¢do nutricional utilizada concomitante a ingestdo de
dieta de cafeteria, verificamos a incorporagdo de alguns acidos graxos presentes nas
membranas de eritrocitos e tecido adiposo.

De maneira geral, podemos observar na tabela 3, que existiram diferengas no perfil
dos acidos graxos nos eritrocitos e tecido adiposo. Como esperavamos, observamos um
incremento significativo do 4cido palmitoleico nos grupos que ingeriram o 6leo enriquecido
com 50% de 4cido palmitoleico, nestas amostras.

Dentre os dacidos graxos saturados, nos eritrocitos, observamos um aumento
significativo (p<0,05) do acido graxo estearico no grupo CAF quando comparado com o
grupo SD por influéncia significativa (F= 11,90; p<0,01) da dieta (F= 7,873; p<0,05). Ainda,
houve um aumento significativo (p<0,01) deste acido graxo no tecido adiposo do grupo CDO
quando comparado com o grupo CAF, por influéncia tanto da dieta (F= 16,79; p<0,01) quanto
do 6leo (F=35,65; p<0,01).
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O 4cido miristico diminuiu significativamente (p<0,01) nos eritrocitos do grupo CDO
quando comparado com o grupo CAF, por influéncia da dieta (F= 237.0; p<0,01) e do dleo
(F=17,95; p<0,05).

O acido palmitico aumentou significativamente nas membranas do tecido adiposo do
grupo CDO quando comparado com o grupo CAF (p<0,01) por uma influéncia significativa

(F=33.,4; p<0,01) da dieta (F= 269,7; p<0,01) e do 6leo (F=46,14; p<0,01).

Citocinas

Como a obesidade ¢ reconhecida por apresentar uma inflamagao cronica de baixo grau
(KANNEGANTI, DIXIT, 2012), avaliamos a concentragdo de algumas citocinas nas
heméacias e no tecido adiposo epididimal, contudo, ndo foram observadas alteragdes

significativas nas concentragdes destas moléculas, nestas amostras (dados ndo mostrados).

DISCUSSAO

Noés demonstramos neste trabalho, que a dieta de cafeteria foi eficiente em estimular
um ambiente obesogénico e que a ingestdo concomitante de dleo enriquecido com 50% de
acido palmitoleico preveniu o estimulo lipogénico causado pela dieta, repercutindo nos
parametros metabodlicos plasmaticos.

O ganho de massa visceral, desencadeado principalmente pela hipertrofia dos
adipocitos associado a outros fatores, pode estimular o tecido adiposo a desencadear
alteragdes metabolicas (HEINONEN et al., 2014). Portanto, como observamos em nosso
trabalho, o menor ganho de massa adiposa, pode ser um fator importante para prevenir estas
alteracoes.

Uma das explicagdes para este desfecho, se deve ao fato de que molecularmente, o
acido palmitoleico pode inibir a atividade e expressdo da enzima stearoil-CoA desaturase 1
(SCD-1), sendo esta, considerada um marcador de lipogé€nese, expressa principalmente em
tecidos lipogénicos, como figado e tecido adiposo. Neste contexto, alguns estudos
demonstraram que a inibigdo de SCD-1 foi capaz de prevenir a obesidade induzida por dieta
hiperlipidica (BROWN et al., 2008; MACDONALD et al.., 2008; NTAMBI et al., 2002).

Contudo, como exposto por Cao 2008 e Yang 2011, a SCD-1 é modulada por

componentes dietéticos e isto indica que altos niveis de acido palmitoleico podem inibir a
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expressao ¢ a atividade da SCD-1, portanto, pode ser que em nosso trabalho, devido a
suplementagao exdgena de acido palmitoleico, esta enzima esteja inibida.

Adicionalmente, podemos sugerir que o acido palmitoleico pode estar estimulando a
reducdo da sintese de novo de acidos graxos, possivelmente por inibir a expressdo de genes
lipogénicos como o acido graxo sintase (FAS) e pelo complexo de elongacao da ELOVLS6,
como observado por outros autores em cultura de células adiposas (BOLSONI L, et al., 2013).

Podem existir outros fatores e mecanismos relacionados com o efeito do 4acido
palmitoleico, ainda ndo explorados na literatura, que estejam estimulando outros componentes
da via de sinalizagdo da lipélise, e desta maneira liberando acidos graxos livres e glicerol (o
que nao foi investigado no nosso trabalho) ou ainda, favorecendo e/ou atuando sinergicamente
com a termogénese de outros tecidos.

Outros estudos tém demonstrado que o 4acido palmitoleico pode modular o
metabolismo e favorecer o gasto energético ao invés de armazenamento (CHAN et al., 2015;
DUCKETT et al., 2014; SOUZA et al., 2017). E desta maneira, poderiam estar estimulando o
aumento e a captagdo de glicose via GLUT4 inibindo a lipogénese de novo, ou ainda pelo
aumento da fosforilagdo da (proteina quinase ativada por adenosina monofosfato) AMPK
promovendo o aumento da lip6lise e do metabolismo oxidativo como observados em cultura
de adipocitos (BOLSONI-LOPES et al; 2014; CHAN et al., 2015).

A hipertrofia dos adipodcitos causada pela ingestdo da dieta de cafeteria foi capaz de
gerar uma condi¢do similar a “pré-diabética” precoce, também observada por outros estudos
(SAISHO,2014; HIGA et al., 2014).Contudo a ingestdo do oleo enriquecido com 50% de
acido palmitoleico diminuiu significativamente a insulina de jejum e possivelmente,
favoreceu sua responsividade, promovendo desta maneira, uma sutil diminui¢cdo da glicemia
no momento basal do TTGip, sendo expressa de maneira significativa pelo calculo individual
da area sobre a curva (ASC).

As menores concentragcdes de glicose observadas durante o desafio com a glicose e
consequentemente menor ASC, no grupo CDO, quando comparado com o grupo CAF, podem
estar relacionadas com a maior responsividade a insulina do tecido hepatico. Isto pode ocorrer
porque o figado, junto com o tecido adiposo sdo importantes Orgdos responsaveis pela
captacdo de glicose dependente de insulina, e desta maneira, contribuem para a redugdo da
glicemia ap6s estimulo. Portanto, o 6leo enriquecido possivelmente promoveu uma melhor
responsividade da insulina, que mesmo em quantidades menores, favoreceu a sensibilidade

hepatica, refletindo em uma diminuicao da glicose durante o teste.
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Este efeito pode estar relacionado pelo estimulo do 4acido palmitoleico na absorcao de
glicose no figado pela ativagdo da proteina quinase ativada por adenosina monofosfato
(AMPK) e fator de crescimento do fibroblasto 21 (FGF-21) dependente de PPARa. (por
SOUZA et al., 2017). Ou ainda este acido graxo poderia estar estimulando o aumento da
captacdo de glicose muscular e desta maneira melhorando a resposta periférica a insulina por
mecanismos que nao sao regulados via PPARa (SOUZA,2014).

Finalmente, destacamos que este ¢ o primeiro estudo pré-clinico que avaliou o efeito
de um o6leo enriquecido com 50% de acido palmitoleico em um modelo experimental de dieta
palatavel, mimetizando um ambiente obesogénico.

Embora a falta de evidéncias moleculares tenha sido uma limitagdo, podemos concluir
que a suplementacdo com o 6leo enriquecido com 50% de &cido palmitoleico durante 16
semanas, na dose de lg/kg/m.c. preveniu o aumento da gordura visceral e atenuou as
alteragdes metabdlicas induzidas por uma dieta obesogénica. Estes achados, em conjunto com
0 que se tem na literatura cientifica atual, demonstram a relevancia e contribui¢cdo deste acido
graxo sobre o metabolismo glicémico e fornecem suporte para estudos futuros, como um

potencial tratamento nutricional.
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Figura 1. Desenho experimental. Abreviaturas: ipGTT-teste de tolerdncia & glicose intraperitoneal.

Tabela 1. Percentual de acidos graxos presentes nas dietas a partir da cromatografia liquida de

alta performance.

Acidos graxos Dieta padriao Dieta de cafeteria
Miristico 14:0 2.99 1.35
Palmitico 16:0 36.92 14.32
Palmitoleico 16:1n-7 1.12 0.14
Estearico 18:0 1.84 5.15
Oleico 18:1n-9 17.73 40.39
Linoleico 18:2n-6 18.24 24.79
a-linolenico 18:3n-3 0.46 0.06
Araquidonico 20:4n-6  19.39 13.70
EPA 20:5n-3 0.89 0.06
DHA 22:6n-3 0.42 0.05

Abreviagoes: EPA: Acido graxo ecosapentaendico, DHA: acido graxo docosahexaenodico, ND: valores nao

detectaveis.
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Tabela 2. Consumo médio calorico e ingerido, massa dos tecidos, glicemia de jejum,
triacilglicerol e colesterol total plasmatico e hepatico de camundongos apds 16 semanas de
periodo experimental, suplementados ou ndo com o6leo enriquecido com 50% de acido
palmitoleico.

Grupo SD SDO CAF CDO

n 10 12 10 12
Ingestdo média (g/sem.)  30.443.8 27.9+2.7 22.3+1.6* 22.3+1.4
Média da Ingestao 91.3+11.6 84.0+8.2 98.4+7.1* 98.6+6.3
energética (kcal/sem.)
Ganho de massa 10.3+1,7 9.8+2.3 10.5+1,5 9.4+1,2
corporal
Orgios®
Baco 3.6£1.0 4.0+£1.3 3.9+1.2 4.0£0.9
Estomago 12.6+1.8 11.6+3.7 8.9+1.8%* 10.4+1.9
Mesentério* 86.4+6.3 90.0+8.3 71.0+£12.2* 77.1+£8.1
Coracao 5.5+0.7 5.4+0.7 5.1+£0.6 5.0+0.6
Pulmoes 7.1+£0.8 6.8+0.7 7.4+1.1 7.1£0.9
Pincreas 8.0£2.4 8.2+1.9 8.0£2.0 7.1£2.0
Rins 11.3+0.3 10.8+0.6 10.3£1.5 10.8+1.5
Figado 50.8+3.5 47.2+3.6 37.1£5.2% 37.7+4.8
Massa do tecido
muscular®
Séleo 0.9+0.2 1.0+£0.2 0.9+£0.2 0.9+0.2
Gastrocnémio 11.5+0.5 11.6+0.5 11.7+£1.2 12.0+0.8
Massa de gordura®
Interscapula 3.6£0.7 4.7+1.1% 7.0£1.0% 4.8+1.0%
r
Inguinal 9.3+£3.7 12.5+4.4 21.8+7.6* 16.3£8.0
Indice de adiposidade 1,5+0,4 2.2+40.5% 3.840.9* 2.7+0.8%
(Y0)
Pardmetros plasmadticos
Glicose de 140+16.8 139+13.4 170+15.9* 154+16.4
jejum
Insulina de 72.8+15.8 83.24+35.4 94.8+10.9 64.6+13.17
jejum
TGL 45.9+7.9 48.8+11.9 57.9+15.1* 41.8+7.8"
CT 97.7+13.7 97.0+13.7 114.3+14.9 125.2+£22.9
Perfil lipidico hepdtico
(mg/g of tissue)
TGL 3.5¢1.7 2.9+0.8 5.3+1.1 5.84+2.5
CT 0.7£0.1 0.8+0.2 1.3£0.1%* 1.7+0.3"

Todos os valores estdo apresentados em média + DP. Teste two-way ANOVA seguido por post hoc Holm-
Sidak's, p<0.05. *Diferencas observadas entre o grupo controle (SD) vs grupo dieta de cafeteria (CAF).

#Diferengas observadas entre seus respectivos controles. § Massa dos tecidos em mg/g/p.c. I Tecido mesentério
mais intestino. Abreviagdes: SD: Grupo controle; SDO: grupo controle suplementado com 6leo enriquecido com
50% de acido palmitoleico; CAF: grupo dieta de cafeteria; CDO: Dieta de cafeteria suplementado com o6leo

enriquecido com 50% de acido palmitoleico. TGL: triglicerideos; CT: Colesterol total.
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Figura 2. Teste de tolerancia a glicemia intraperitoneal (TTGip) de camundongos apos 16 semanas de periodo
experimental, suplementados ou ndo com 6leo enriquecido com 50% de acido palmitoleico. (A) Representa a
curva glicémica no periodo de 120 minutos. (B) representa os valores individuais da area sobre a curva. Os
valores da area sobre a curva estio apresentados em média + DP. Teste two-way ANOVA seguido por post hoc
Holm-Sidak's, p<0.05. Abreviagdes: SD: Grupo controle; SDO: grupo controle suplementado com o6leo
enriquecido com 50% de 4cido palmitoleico; CAF: grupo dieta de cafeteria; CDO: Dieta de cafeteria
suplementado com 6leo enriquecido com 50% de &cido palmitoleico. TGL: triglicerideos; CT: Colesterol total.
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Figura 3. Massa do tecido adiposo Branco de camundongos apés 16 semanas de periodo experimental,
suplementados ou ndo com o6leo enriquecido com 50% de 4cido palmitoleico. (A) Massa do tecido epididimal.
(B) Massa do tecido Retroperitoneal. (C) Massa do tecido inguinal. (D) indice de adiposidade (%). Os valores
estdo apresentados em média + DP. Teste two-way ANOVA seguido por post hoc Holm-Sidak's, p<0.05.
Abreviagdes: SD: Grupo controle; CAF: grupo dieta de cafeteria.



110

M Fokkk
« 6000 -
= ® Sem o6leo
o [ ] ] u A 0
£ Com 6leo 50% POA
=2
N
4000+
) m B
=}
-
—
[3)
- X [
s . L] N N
'g 20004
o0
w
=
=
«<
)
—
4 0 I T
SD CAF
1251
1 sD
- [ sp
« 1004 Sbo
= Bl CAF
-7
© 751 Il cpo
@
<=
°
=~ 501
)
g
=
“ ’l‘ ’l‘ ’l‘ %hﬁ
0 T L] L] T T T T T T T T L] L] T T T T T T
S N S N S N N
RIS I PO PO O RO RO RO RO IS DO D DD DD DD DD ) O O O D D 0 DD DD RIS I PO RO RO RO O RO RO IS
ORI ROPFOF OO %'\:“-'\ AP FEONSOICOOFUAE A FORFOICIRNC RN 4\“4,.;\ AFORAN @“,\;\?,\‘e“,&“,:\“,su“&«i»;\
VN YN NN N SRS N S S I A N S S S S S R SR S SR SR SR S N
$§ \“Q {5“ \b“ \Q“ ’\:\‘“ ’\}’Q ’\?Q 3‘“ ﬁb‘“ %Q “Q \,5Q @Q QQ ,\‘Q D §“ \B 5’“ $Q \QQ \'5° \&Q \qQ ’\:\P ’»em F\?ﬂ %\“ 5’“ %Q QQ \'EQ b% QE ,\‘Q ’\}’Q ’»%B S\Q %h“

Série de drea (pm?)

Figura 4. Média da area dos adipdcitos (A) e numero de células por area (B) do tecido adiposo epididimal de
camundongos apos 16 semanas de periodo experimental, suplementados ou ndo com 6leo enriquecido com 50%
de acido palmitoleico. Abreviagdes: SD: Grupo controle; SDO: grupo controle suplementado com 6leo
enriquecido com 50% de acido palmitoleico; CAF: grupo dieta de cafeteria; CDO: Dieta de cafeteria
suplementado com 6leo enriquecido com 50% de acido palmitoleico. Os valores estdo apresentados em média +
DP. Teste two-way ANOVA seguido por post hoc Holm-Sidak's, p<0.05.
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Tabela 3. Percentual (%) de 4cidos graxos em membranas de eritrocitos e tecido adiposo
epididimal de camundongos alimentados com dieta padrdo ou dieta de cafeteria, durante 16
semanas de periodo experimental, suplementados ou ndo com 6leo enriquecido com 50% de
acido palmitoleico

Eritrécitos

Grupo SD SDO CAF CDO

n 6 6 6 6
Acidos
Graxos
14:0 9.1+0.8 8.7+0.3 5.9+0.2%* 5.1+0.4%
16:0 29.0+0.9 232423 26.6£1.2 26.9+0.8
16:1n-7 0.5+0.0 4.4+0.3 0.4+0.0 4.0+0.1%
18:0 8.2+0.5 9.0+0.2 9.7+0.2* 8.8+0.8
18:1n-9 13.0+0.3 13.7£1.0 21.6+0.7* 20.8+0.7
18:2n-6 16.1+0.8 15.4+0.4 10.3+0.4* 11.6+0.6*
18:3n-3 0.2+0.03 0.1£0.0 0.0£0.0* 0.0£0.0
20:4n-6 23.0+0.3 24.5+1.7 24.7+0.4 22.1+0.9%
20:5n-3 0.2+0.0 0.4+0.0% 0.1+0.0%* 0.1+£0.0
22:6n-3 0.1£0.0 0.01+0.00* 0.1£0.0 0.1+£0.0

Tecido adiposo epididimal

14:0 1.2+0.1 1.2+0.0 0.8+0.0* 1.1x0.1%
16:0 14.740.6 14.9+0.6 9.8+0.5% 12.6+0.3"
16:1n-7 0.5+0.0 7.0+0.2 1.4+0.0* 5.7+0.1%
18:0 1.3+0.1 1.5+0.0 1.1£0.1%* 1.4+0.0"
18:1n-9 32.6+1.1 30.9+1.1 70.7+1.0% 61.5+0.9%
18:2n-6 38.5+1.4 35.0+1.2" 9.2+0.6* 11.3+1.2%
18:3n-3 1.320.1 1.3£0.1 0.2+0.0* 0.1+0.0
20:4n-6 8.7£0.2 7.5+0.2" 5.8+0.1%* 5.3+£0.8"
20:5n-3 0.5+0.1 0.5+0.0" 0.2+0.0* 0.1+0.0"
22:6n-3 0.1+0.0 0.30.0" 0.0:£0.0* 0.10.0"

Todos os valores estdo apresentados em média + DP. Teste two-way ANOVA seguido por post hoc Holm-
Sidak's, p<0.05. *Diferencas observadas entre o grupo controle (SD) vs grupo dieta de cafeteria (CAF).
#Diferencas observadas entre seus respectivos controles. Abreviagdes: SD: Grupo controle; SDO: grupo controle
suplementado com 6leo enriquecido com 50% de acido palmitoleico; CAF: grupo dieta de cafeteria; CDO: Dieta
de cafeteria suplementado com 6leo enriquecido com 50% de acido palmitoleico. Acido miristico (14:0), Acido
palmitico (16:0); Acido palmitoleico (16:1n-7); Acido estearico (18:0); Acido oleico (18:1n-9); Acido linoleico
(18:2n-6); Acido alfa linolénico (18:3n-3); Acido araquidonico (20:4n-6); Acido eicosapentaenoico (20:5n-3);
Acido docosahexaenoico (22:6n-3).
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Figura S1. Imagens representativas do tecido adiposo epididimal. Abreviagdes: SD: Grupo controle; SDO: grupo
controle suplementado com 6leo enriquecido com 50% de acido palmitoleico; CAF: grupo dieta de cafeteria;

CDO: Dieta de cafeteria suplementado com 6leo enriquecido com 50% de acido palmitoleico.
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8 CONSIDERACOES FINAIS

Neste trabalho noés demonstramos que o consumo elevado de quilocalorias
provenientes da gordura da dieta pode ser um dos principais fatores que contribuem com o
aumento da adiposidade, sugerindo a ativacdo de fatores de transcricdo envolvidos na
lipogénese e lipogénse de novo.

Neste contexto, nos utilizamos duas fontes alimentares diferentes de acido
palmitoleico para avaliar seu efeito sobre a adiposidade causada pela ingestdo de uma dieta
hipérlipidica. Nos observamos que a ingestdo de 6leo de macaddmia ndo apresentou efeito
significante sobre a adiposidade de camundongos alimentados com uma dieta rica em
gordura. Contudo, a ingestdo do 6leo enriquecido com 50% de acido palmitoleico preveniu o
aumento da adiposidade em camundongos expostos a mesma dieta lipogénica.

Diante disso, destacamos que o 6leo de macadamia foi composto por diferentes tipos
de 4acidos graxos (em maior abundancia, de 4cido oleico) e apesar da quantidade aproximada
de 20% de acido palmitoleico, este se encontrava na forma de triacilglicerol reesterificado,
enquanto que o 6leo enriquecido com acido palmitoleico se encontrava na forma de etil ester,
sugerindo que o aproveitamento do acido palmitoleico pelo organismo seja diferente devido
as diferentes formas quimicas presentes nos 6leos.

Esta caracteristica do perfil de acidos graxos presente no 6leo de macadamia, pode
estar relacionada com um efeito lipogénico potencializado pela ingestdo concomitante de uma
dieta hiperglicidica.

Sendo assim, a suplementacdo de 1g/kg de m.c. com 6leo de macadamia associado a
uma dieta de cafeteria com maior proporcao de agucares simples promoveu um aumento da
gordura visceral e ndo impediu ou melhorou o efeito adipogénico causado por uma dieta com
maior proporg¢ao de lipidios.

Por outro lado, a ingestdo de 1g/kg de m.c. de 6leo enriquecido com 50% de é4cido
palmitoleico preveniu o estimulo lipogénico causado por uma dieta hiperlipidica e atenuou as
alteragdes metabolicas relacionadas com a homeostase glicémica neste modelo obesogénico.

Apesar de ndo investigarmos vias moleculares, podemos sugerir que estes resulados
observados estejam relacionados com a capacidade do 4cido palmitoleico, na forma de etil
ester, inibir a expressdo de genes lipogénicos ou estimular a expressdo de proteinas
envolvidas nas vias de sinalizagdo da lipolise e estimular a captagdo de glicose via hepatica

dependente de PPARa.
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Em conjunto, estes resultados demonstraram que dependendo da dieta ingerida por um
individuo a ingestdo de oleo de macadamia pode apresentar resultados diferentes na
adiposidade, no entanto a ingestdo de 50% de acido palmitoleico, na forma de etil ester,
fornece evidéncias positivas como um tratamento nao farmacoldgico para distirbios

metabolicos causados pela obesidade.
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