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RESUMO

A obesidade ¢ uma doenca multifatorial com alta prevaléncia na
populacdo brasileira atual que altera diversos parametros metabdlicos e
morfoldgicos no individuo, como hipertrofia do tecido adiposo e
desenvolvimento de um estado inflamatdrio cronico de baixo grau. No
entanto, componentes bioativos da dieta alimentar, como 0s presentes na
macadamia, podem exercer efeitos metabdlicos com o potencial de
proteger o corpo contra morbidades associadas a obesidade. Um
alimento que vem sendo estudado com esse objetivo é a macadamia que
possui 75% de 6leo natural composto principalmente por acidos graxos
monoinsaturados, 0s quais estdo em estudo por possuirem potenciais
aplicacdes em doencas associadas a obesidade. A adicdo de macadamia
na dieta humana vem apresentando resultados promissores em
dislipidemias e obesidade. Levando em conta esses dados, o presente
estudo visou investigar o potencial efeito protetor do 6leo de macadamia
na obesidade através da ingestdo do 6leo (1g/kg/dia) concomitante com
a exposicdo a dieta de cafeteria por periodo de 16 semanas. Foram
utilizados camundongos C57BL/6 machos a partir dos 30 dias de idade
separados aleatoriamente em quatro grupos experimentais: controle
(CTL), 6leo de macadamia (OM), dieta de cafeteria (DC) e dieta de
cafeteria + 6leo (DOM). Durante o periodo de tratamento o consumo
alimentar foi registrado semanalmente, assim como a massa corporal
dos animais. O consumo de ragéo (g/semana) foi maior nos grupos CTL
e OM, porém ndo houve diferencas significativas no consumo
energético (kcal/semana) e na massa corporal (g) entre 0s quatro grupos
experimentais. Ap6s o periodo de tratamento, os animais foram
eutanasiados e os 6rgdos de interesse foram coletados para pesagem e
posterior emblocamento em parafina para o processamento histolégico.
As massas da gordura epididimal e retroperitoneal encontraram-se
aumentadas nos grupos alimentados com dieta hipercaltrica, e,
consequentemente, o indice de adiposidade também foi maior nesses
grupos. A morfometria dos adip6citos mostrou hipertrofia significativa
nos grupos DC e DOM, sendo que foi encontrada correlagéo positiva, ou
forte tendéncia, entre area dos adipocitos e massa da gordura epididimal
em todos o0s grupos. Nas andlises histologicas ao microscopio dptico de
luz foram encontradas estruturas crown-like (CLS) indicando
inflamagdo do tecido adiposo. A dieta de cafeteria produziu efeito
significativo no aumento da quantidade de CLS com os grupos DC e
DOM apresentando maior nimero de CLS/mm? de corte de tecido



adiposo epididimal. No entanto, ndo foi observada correlago positiva
significativa entre area dos adipdcitos e quantidade de CLS. Os
resultados desse estudo mostram que a dieta de cafeteria foi eficiente em
induzir obesidade nos animais, e, assim, causar distarbios morfol6gicos
correspondentes. Porém o éleo de macadamia nao foi eficaz em modular
os efeitos morfolégicos da obesidade no modelo experimental
apresentado.

Palavras chave: inflamacdo, tecido adiposo, 6leo de macadamia, dieta
de cafeteria, obesidade.

ABSTRACT

Obesity is a multifactor disease with high prevalence in the Brazilian
population which alters various metabolic parameters in the individual,
for example adipose tissue hypertrophy and development of a low-grade
chronic inflammatory state. However, bioactive components in the
alimentary diet, like the ones present in macadamia nut, can exert
metabolic effects that have potential to protect the body against obesity-
associated morbidities. A food that has been studied with this purpose is
the macadamia nut that contains 75% of natural oil composed mostly by
monounsaturated fatty acids, which are under study for their potential
applications in diseases associated with obesity. The addition of
macadamia nut in the human diet has been presenting promising results
in dyslipidemias and obesity. Taking in count these data, the present
study aimed to investigate the potential protector effect of the
macadamia oil in obesity by ingesting the oil (1g/kg/day) concomitant
with exposure to cafeteria diet in a period of 16 weeks. Male C57BL/6
mice were used from 30 days of age and randomly separated in four
experimental groups: control (CTL), macadamia oil (OM), cafeteria diet
(DC) and cafeteria diet + macadamia oil (DOM). During the period of
treatment the food intake was registered weekly, as well as the animals’
body weight. Food intake (g/week) was higher in the CTL and OM
groups, but no significant differences were detected in energy intake
(kcal/week) and in body weight, between the four experimental groups.
After the period of treatment, the animals were euthanized and their
organs of interest were collected for weighting and latter paraffin
embedment for histological processing. Epididymal and retroperitoneal



fat masses were increased in the groups fed with hypercaloric diet, and,
consequently, the adiposity index was also higher in these groups.
Adipocyte morphometry showed significant hypertrophy in DC and
DOM groups, and a positive correlation was found, or strong tendency,
between adipocyte area and epididymal fat mass in all groups. In
histological analysis under optical light microscopy crown-like
structures (CLS) were found indicating tissue inflammation. Cafeteria
diet produced significant effect in the increase of CLS quantity with DC
and DOM groups presenting higher number of CLS/mm2 of epididymal
adipose tissue slide. However, no positive correlation was found
between adipocyte area and quantity of CLS. The results of this study
showed that cafeteria diet was efficient in inducing obesity in the
animals, and, therefore, cause corresponding morphological
disturbances. However, the macadamia oil was not effective in
modulating the morphological effects of obesity in the experimental
model presented herein.

Key words: inflammation, adipose tissue, macadamia oil, cafeteria diet,
obesity.
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1. INTRODUCAO

O atual estilo de vida da populacdo, tanto em paises
desenvolvidos como nos em desenvolvimento, estd notoriamente
modificado se compararmos com décadas anteriores (BRAY, 2004).
Caracterizado pelo sedentarismo e consumo excessivo e/ou inadequado
de alimentos, 0 modo de vida urbano vém provocando aumento
acentuado no numero de obesos, elevando o risco de doencas como
dislipidemias, diabetes mellitus tipo 2, hipertensdo arterial e diversos
tipos de canceres (POPKIN; GORDON-LARSEN, 2004, TATEYA; KIM;
TAMORI, 2013).

No Brasil, observa-se um aumento da ingestdo de alimentos
processados e industrializados com alto teor de gorduras saturadas,
gorduras trans, carboidratos refinados e diminuicdo no consumo de
fibras (LEVY et al, 2012). Essa mudanga no padrdo alimentar da
populacdo brasileira, assim como em outros paises, pode ser explicada,
mas ndo apenas, pela palatabilidade desses alimentos (ERLANSON-
ALBERTSON, 2005).

Comidas palataveis, aquelas ricas em gordura e agcUcar,
aumentam a ingestdo alimentar por meio da ativacdo do sistema de
recompensa que se sobressai ao estimulo normal de saciedade. Esse
estimulo, por meio de cascatas de sinalizacdo ndo €é corretamente
ativado devido a resisténcia do corpo a esses elementos, como é o caso
da resisténcia a leptina observada em individuos obesos (ERLANSON-
ALBERTSON, 2005). Todos esses fatores, e outros, levam ao
desenvolvimento da obesidade que ja é considerada uma epidemia no
Brasil (IBGE, 2008/2009) e no mundo (JAMES, 2008).

A obesidade é definida como uma doenga cronica de carater
multifatorial (fator genético, ambiental, sociocultural e comportamental)
determinada pelo excesso de tecido adiposo (WANDERLEY; FERREIRA,
2010, PINHEIRO; FREITAS; CORSO, 2004). Em 2006, o indice de
sobrepeso na populacdo adulta no Brasil era 43%. Hoje esse indice
aumentou para 52,5%, dos quais 17,9% sdo de pessoas obesas. Além
disso, as doengas cronicas, como a sindrome metabdlica, sdo
responsaveis por 72% dos 6bitos no pais (VIGITEL BRASIL, 2014).
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O excesso de gordura, caracteristico da obesidade, é ocasionado
pelo aumento da ingestdo de calorias, principalmente derivadas de dietas
com alto teor de gordura, combinado com a falta de atividade fisica
(MOKDAD; FORD; BOWMAN, 2003). Esse aumento da adiposidade pode
ocorrer via hipertrofia e/ou hiperplasia, ja que o tecido adiposo responde
rapidamente ao excesso e a mudanga de nutrientes ingeridos
(HALBERG; WERNSTEDT-ASTERHOLM; SCHERER, 2008). Enquanto a
hipertrofia (aumento do tamanho dos adip6citos) ocorre devido a
estocagem excessiva de lipidios dentro dos adipdcitos, a hiperplasia
(aumento do numero de adipdcitos) resulta da proliferacdo e posterior
diferenciacdo de pré-adipdcitos em adipdcitos (adipogénese). Dentre
essas duas alteracdes, a hipertrofia é a mais frequente no tecido adiposo
de obesos e geralmente esta associada & inflamacdo (ARNER et al., 2010;
LOLMEDE et al., 2011).

Dentre os tipos de tecido adiposo encontramos
predominantemente o branco (TAB) e o marrom (TAM). O TAB é o
tecido adiposo mais abundante nos humanos adultos e tem importantes
funcbes como: fornecer protecdo mecanica contra choques, auxiliar na
manutencdo da temperatura corporal, além de realizar um importante
papel enddcrino com a secrecdo de adipocinas (WOZNIAK, 2009,
AHIMA; FLIER, 2000). Ja 0 TAM, é mais conhecido por seu importante
papel na manutengdo da temperatura corporal em condigdes de baixas
temperaturas (HARMS; SEALE, 2013), mas também preserva o balango
energético e limita o ganho de peso em roedores em resposta ao excesso
de calorias (ROTHWELL; STOCK, 1979).

Os dep6sitos de gordura sdo classificados como gordura
visceral, subcuténea e intramuscular dependendo da regido do corpo em
gue estdo localizados e apresentam repercussdes fisiolégicas distintas
(KISSEBAH; KRAKOWER, 1994, WAICHENBERG; 2000). O tecido
adiposo visceral, que é encontrado revestindo Orgdos internos,
representa aproximadamente 20% da gordura corporal total, enquanto
que o subcutdneo compreende quase 80% (BERGMAN et al., 2006).
Porém, individuos com quantidades maiores de gordura visceral
apresentam maiores riscos de desenvolverem doengas metabolicas e
cardiovasculares (KISSEBAH, 1997). Isso ocorre por que, COmMo Seus
adipocitos sdo mais ativos metabolicamente e mais sensiveis a lipdlise,
mobilizam &cidos graxos livres (AGLs) mais rapidamente para o figado,
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onde sdo liberados diretamente via sistema porta (BJORNTORP, 1991,
BJORNTORP, 1992, MONTAGUE, 1998, KELLEY, 2000).

Pacientes obesos geralmente apresentam excesso de gordura
visceral, o qual tem a caracteristica de secretar maiores concentragdes de
adipocinas ligadas ao processo pro-inflamatério, como resistina, IL-6
(MCTERNAN, 2002, WAJCHENBERG; 2000) e TNF-o (HUBE, 1999,
WINKLER, 2003), provocando inflamac¢do no tecido. No entanto, o
tecido adiposo predominante em humanos obesos é o subcutaneo e,
mesmo apresentando menos lipolise por adipdcito, pode ser tdo
importante quanto o visceral no desenvolvimento de alteracdes
metabolicas (HERMSDORFF; MONTEIRO, 2004). Em murinos obesos, o
tecido adiposo epididimal, um tipo de gordura visceral, é bem
desenvolvido, explicando seu amplo uso em estudos metabdlicos
(GIORGINO; LAVIOLA; ERIKSSON, 2005).

O tecido adiposo é composto predominantemente por
adipocitos, mas também séo encontrados, em condi¢bes normais, pré-
adipocitos, fibroblastos, células endoteliais e macréfagos em menor
guantidade. Esse tecido representa a maior reserva de energia do corpo
estocando lipidios principalmente na forma de triglicerideos (ésteres de
acidos graxos e glicerol) (QUEIROZ et al., 2009, WOZNIAK, 2009), sendo
seu principal produto de secrecdo os AGL, derivados da lipdlise de
triglicerideos (BAYS; MANDARINO; DEFRONZO, 2004).

Os lipidios, além da funcdo energética, também apresentam
funcéo estrutural por constituirem os fosfolipidios e os glicolipidios que
formam as membranas bioldgicas. Quase todos os lipidios tém como
componentes essenciais 0s &cidos graxos (YETUKURI et al., 2007), 0S
quais possuem a capacidade de modular a atividade celular ligando-se a
receptores de membrana ou modificando a ativacdo de proteinas
(ROCHA et al., 2016).

A hidrolise de triglicerideos libera AGL para a circulacdo
sanguinea formando complexos com a albumina do sangue e sdo, dessa
forma, absorvidos como fonte de producgdo de energia por diversos
6rgdos, principalmente  mdsculo  esquelético e  miocardio
(SWIERCZYNSKI; SLEDZINSKI, 2012). Porém, a liberacdo excessiva
desses AGL no sangue, como ocorre na obesidade, contribui para o
desenvolvimento de doencas metabdlicas através dos seus efeitos
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lipotdxicos em outros 6rgdos como no figado, no rim e no péancreas,
colaborando, assim, para a resisténcia a insulina e prejudicando o
metabolismo da glicose (PASSOS et al., 2016). Essa elevagdo das
concentraces de AGL circulantes pode ser consequéncia da obesidade
visceral j& que, promovendo resisténcia a insulina, o tecido inibe a
atividade antilipolitica da insulina nos adipdcitos (BAYS;
BALLANTYNE, 2006, JOHNSON et al., 2001, JENSEN, 2006).

Além de estocar lipidios, o tecido adiposo produz e secreta
adipocinas, que sdo um conjunto de substancias enddcrinas, como
horménios e citocinas, com poder de influenciar intensamente o
metabolismo e o0 gasto energético (FANTUZZI, 2005). Dentre elas temos:
TNF-o e IL-6, com propriedades prd-inflamatorias e que se encontram
em concentragdes aumentados no obeso (SETHI; HOTAMISLIGIL, 1999;
WARNE, 2003), e adiponectina, com efeitos anti-inflamatérios no tecido
adiposo, mas em concentracdes reduzidas nesses pacientes (LAU et al.,
2005; CHANDRAN et al., 2003).

A producdo exacerbada de citocinas pré-inflamatorias,
juntamente com a reducdo de citocinas anti-inflamatérias e 0 aumento
do fluxo de &cidos graxos livres no sangue por meio da lipdlise,
acarretam no desenvolvimento de uma inflamacg&o crénica de baixo grau
caracteristica da obesidade (MARINOU et al., 2010; ZEYDA; STULNIG,
2009). Concentragdes plasmaticas de TNF-a ¢ IL-6 estdo diretamente
relacionadas com a adiposidade e a resisténcia a insulina (COTTAM et
al., 2004). O TNF-o, produzido principalmente por macréfagos, induz
lipdlise nos adipdcitos liberando AGL e contribui para a resisténcia a
insulina (HOTAMISLIGIL; SHARGIL; SPIEGELMAN, 1993, ZHANG et al.,
2002). Além do TNF-a, os macrdfagos também sdo responsaveis pela
producdo de 50% de IL-6 no tecido adiposo, que também ir& auxiliar na
promogdao da resisténcia a insulina (WEISBERG et al., 2003).

Estudos com camundongos obesos mostraram aumento no
nimero de macréfagos no TAB, como consequéncia do aumento de
TNF-a, potente ativador dessas células fagocitarias (XU et al., 2003). Em
outro estudo, Skurk et al. (2007) observaram, utilizando adip6citos
subcutaneos de humanos, um aumento da secre¢do de citocinas proé-
inflamatdrias, como IL-6 e IL-8, em adipdcitos hipertrofiados. Além
disso, IL-10, uma citocina anti-inflamatoria, teve sua liberacdo reduzida
com o aumento do volume do adipdcito. Esses resultados indicam que a
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hipertrofia dos adip6citos modifica o padrdo de secre¢do de adipocinas,
estabelecendo um quadro pré-inflamatdrio no tecido adiposo (WEYER,
et al., 2000).

Os macrofagos residentes no tecido adiposo normal
representam 5% do estroma, porém em obesos esse nimero pode chegar
a 30% (TATEYA; KIM; TAMORI, 2013). Esse aumento esta relacionado a
superexpressao de MCP-1 que atrai mondcitos circulantes para o tecido
adiposo onde se diferenciardo em macréfagos, produzindo e secretando
mais citocinas pré-inflamatdrias no tecido (KANDA et al., 2006, KAMEI
et al., 2006).

O aumento na gordura corporal, como ocorre no paciente obeso,
estd diretamente relacionado com a quantidade de macréfagos
encontrados no tecido adiposo (BAYS et al., 2008). Devido a morte dos
adipdcitos, causada pela hipertrofia acentuada na obesidade, essas
células fagocitarias se agregam para formar as estruturas crown-like
(CLS) que irdo digerir os restos do adipécito morto, evitando a
citotoxicidade do lipidio remanescente (CINTI et al., 2005; STRISSEL et
al., 2007).

CLS sdo achados histolégicos comumente encontrados em
tecido adiposo de obesos (MURANO et al., 2008, ALTINTAS et al., 2011,
XU et al., 2003, CINTI et al., 2005, SAMPEY et al., 2011, WEISBERG et al.,
2003) que evidenciam a inflamacdo no tecido por apresentarem
macréfagos pro-inflamatérios (ANDERSON; GUTIERREZ; HASTY,
2010), mastécitos (ALTINTAS et al., 2011) e linfécitos (KINTSCHER et
al., 2008, MCDONNELL et al., 2012) contornando adipdcitos mortos.
Essas estruturas estdo distribuidas de forma diferenciada nos depdsitos
de gordura abdominal como mostra o estudo de Altintas et al. (2011)
que, por meio de experimentos com camundongos C57BL/6 machos,
mostraram maior quantidade de CLS na gordura visceral dos animais
expostos a dieta obesogénica (high-fat), com maior prevaléncia dessas
estruturas no tecido adiposo epididimal.

Uma forma de induzir a obesidade em modelos animais é por
meio da administracdo de dietas hipercal6ricas, como a dieta de
cafeteria. Essa é uma dieta proxima da humana de elevada
palatabilidade e altamente energética que resulta, ao final de 12
semanas, em aumento de 30 a 40% do peso corporal e aumento de
gordura visceral decorrente da hiperfagia voluntaria (DE PAULA; DE
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SILVA; HALL, 2004). A dieta de cafeteria € associada a epidemia atual
de obesidade na sociedade ocidental e vem sendo muito utilizado em
estudos com modelo animal por induzir padrdes alimentares pouco
saudaveis como 0s observados em humanos (CASTRO et al, 2014,
SAMPEY et al., 2011). Higa et al. (2014) mostraram hipertrofia dos
adipocitos e aumento do peso da gordura retroperitoneal e
periepididimal em camundongos C57BL/6 machos alimentados com
dieta de cafeteria durante 12 semanas. Também foi observado maior
ingestdo alimentar e redugdo da sensibilidade a insulina nos animais
expostos a essa dieta.

Ja se sabe que componentes bioativos provenientes da dieta
podem exercer efeitos metabdlicos no corpo por meio da supressao de
vias e de citocinas pré-inflamatorias no tecido adiposo, como é o caso
de compostos provenientes de frutas e vegetais que contém grande
guantidade de nutrientes e poucas calorias, prevenindo doencgas cronicas
(ROSA et al., 2012; FANTUZZI, 2008). Um exemplo séo os frutos do tipo
noz que possuem elevadas concentracbes de gorduras, mas onde estdo
presentes acidos graxos que apresentam um potencial efeito
cardioprotetor (MAGUIRE et al., 2009).

A macadamia é um desses frutos, o qual apresenta 75% de 6leo
natural composto principalmente por gorduras monoinsaturadas (80-
84%), além de 9% de proteinas, 9,3% de carboidratos e 2% de fibras
(RICK, 1991). Na composicdo do Oleo estdo presentes em maior
abundancia o acido oleico (54-68 %) e o acido palmitoleico (16-23%)
além de outros acidos graxos em quantidades menores (AKHTAR et al.,
2006). A adicdo de macaddmia na dieta humana vem apresentando
resultados promissores em dislipidemias e obesidade. Estudos
demonstraram que a ingestdo desse fruto diminui os niveis de colesterol
e triglicerideos séricos, além de reduzir o risco de desenvolver doencas
cardiovasculares (GRIEL et al., 2008) e normalizar niveis de colesterol
HDL e LDL (GARG; BLAKE; WILLS, 2003).

Estudos recentes mostram que acidos graxos monoinsaturados
reduzem a adiposidade e promovem a sensibilidade a insulina em
obesos (DUE et al., 2008; PANIAGUA et al., 2007) e que reduzem a
secrecdo de citocinas pré-inflamatorias, como IL-6 (GARCIA-ESCOBAR
etal., 2010) e IL-1 B (FINUCANE et al., 2015). Outros estudos observaram
que dietas ricas em &cidos graxos monoinsaturados diminuiram a
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expressdo de lipoproteina lipase e aumentaram a fosforilagdo do HSL,
mostrando atuacdo desses acidos graxos no aumento da lipdlise e
diminuicdo do estoque de lipidios no tecido adiposo (LIAO et al., 2010;
GARCIA-ESCOBAR et al., 2008; SORIGUER et al., 2003).

O écido oleico (6mega-9), um acido graxo monoinsaturado,
vem sendo muito estudado por apresentar resultados promissores do
ponto de vista metabdlico. Estudos mostraram que a administracdo
desse acido na dieta resultou em reducdo do colesterol total, do
colesterol LDL (JONES et al., 2014, MATTSON; GRUNDY, 1985) e da
pressdo arterial (TERES et al., 2008).

Outro acido, também monoinsaturado, que vem ganhando
destaque em estudos sobre obesidade é o acido palmitoleico (6mega-7)
devido a efeitos metabdlicos observados em diversos 6rgados: no figado
e no musculo, o 4cido amentou a sensibilidade a insulina (CAO et al.,
2008) e no tecido adiposo aumentou a lip6lise e reduziu a lipogénese nos
adipdcitos (BOLSONI-LOPES et al., 2013).

Os dados e os estudos sobre obesidade e dietas moduladoras do
metabolismo presentes na literatura mostram a importancia de se estudar
esse assunto para um maior entendimento do complexo transtorno
metabolico que é a obesidade e que afeta milhdes de pessoas pelo
mundo. Estudos com modelos animais de obesidade e suplementagédo
com 4&cido palmitoleico ou mesmo o dleo de macadamia ja foram
realizados, porém faltam dados sobre seus efeitos na modula¢do do
metabolismo. Além disso, muitos destes estudos foram realizados com
células isoladas e/ou com a substancia purificada, o que dificulta o
entendimento global dos efeitos no corpo e a transposicdo dessa
substancia para a dieta dos pacientes. O presente estudo pretende
verificar o efeito protetor do 6leo de macadamia sobre parametros
especificos ja conhecidos da obesidade em um modelo (dieta de
cafeteria) que tenta mimetizar a dieta ocidental.
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2. JUSTIFICATIVA

Devido as proporcbes epidémicas da obesidade na populacdo
mundial e aos problemas que tal doenca causa na salide e no bem-estar
das pessoas afetadas, faz-se necessaria a busca por formas de modular
os efeitos da obesidade, de preferéncia de facil assimilacdo na dieta dos
pacientes, que atenuem as alteragbes metabdlicas da doenca
responsaveis pela morbidade e que diminuam os riscos de desenvolver
outras doencas relacionadas com a obesidade. Uma forma de induzir
essas modulacdes é através da suplementacdo alimentar com
componentes que possuam potencial efeito metabolico no corpo. A
macadamia é um desses alimentos, por isso a sua relevancia em estudos
sobre obesidade e a importancia em se desenvolverem pesquisas mais
aprofundadas sobre suas implicagdes em modelos animais e em
humanos.

3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo geral

Avaliar as modulagdes morfolégicas da ingestdo da dieta de
cafeteria e da suplementacdo com 6leo de macadamia.

3.2. Objetivos especificos

Avaliar as modulacdes da ingestdo de dieta de cafeteria e da
suplementacdo com 6leo de macadamia sobre parametros morfolégicos
analisando:

Consumo alimentar e energético;

Massa corporal;

Massa da gordura epididimal e retroperitoneal;

indice de adiposidade;

Area dos adip6citos de tecido adiposo epididimal;

Presenga de estruturas crown-like no tecido adiposo epididimal.

AN NN NN
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4, METODOLOGIA
4.1. Desenho do estudo

O estudo (Figura 1) visou investigar o papel da dieta de cafeteria no
tecido adiposo e o potencial efeito protetor do 6leo de macadamia na
obesidade. Para isso, foram utilizados 40 camundongos C57BL/6
(machos), a partir dos 30 dias de idade, provenientes do Laboratério de
Neurobiologia da Dor e da Inflamacdo (LANDI), pertencente ao Centro
de Ciéncias Biolégicas (CCB), no Departamento de Ciéncias
Fisioldgicas (CFS), localizado no Campus Trindade, Florianépolis, SC.
Os animais foram mantidos em gaiolas coletivas, contendo cinco
animais por gaiola, e em ambiente com temperatura controlada (22 +
2°C) em ciclo de iluminac&o claro-escuro (12 horas), com livre acesso a
comida (racdo comercial, Puro Trato®) e dgua. Todos os protocolos e
procedimentos experimentais relativos ao projeto foram submetidos e
aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
UFSC - CEUA N° 5855301015.

Inicialmente, os animais foram mantidos no biotério por nove dias
para ambientacdo e, em seguida, realizou-se uma divisdo aleatdria
desses animais em quatro grupos experimentais contendo 10
camundongos machos por grupo. Os grupos sdo: grupo controle (CTL)
alimentado com dieta padrdo de roedores, grupo (OM) tratado com dieta
padrdo e suplementado com éleo de macadamia (1g/kg/dia), grupo (DC)
alimentado com dieta de cafeteria e grupo (DOM) tratado com dieta de
cafeteria e suplementado com dleo de macadamia (1g/kg/dia). Apos a
divisdo dos grupos, as dietas foram administradas por um periodo de 16
semanas, sendo que se aplicou diariamente a suplementacdo via oral
utilizando pipeta. A dose dos dleos por dia esta de acordo com trabalho
prévio realizado pelo LIDoC (BARBOSA et al., 2016) com outro tipo de
6leo e de experimentos piloto realizados com o préprio 6leo de
macadamia. O éleo de macadamia utilizado foi da marca Pazze (Tabela
1), disponivel em: www.emporiorosaonline.com.br e foi avaliado por
cromatografia liquida de alta performance para avaliar sua composi¢do
de &cidos graxos.
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Tabela 1: Composicao do 6leo de macadamia (Pazze) fornecido aos animais do
estudo.

Acido graxo Proporcéo (%) no 6leo
Alfa-linolénico 0.6

Miristico 1.08
Palmitoleico 22.14
Linoleico 7.32
Palmitico 7.68
Oleico 56.98
Estearico 4,19

A ingestdo de 6leo de macadadmia ocorreu concomitante com a
exposicdo dos animais a dieta de cafeteria, a partir dos 30 dias de idade,
por parte dos animais num periodo de 16 semanas. Ao final do periodo
de tratamento, os animais foram eutanasiados e os 6rgdos de interesse
foram coletados para pesagem e para a producdo de Iaminas
histologicas.

Figura 1: Linha do tempo representativa do estudo desde o inicio do tratamento
dos animais (t=0) até a eutanasia dos mesmos (t=16). Siglas: CTL, controle;
DC; dieta de cafeteria; OM, 6leo de macadamia (1g/kg/dia); DOM, dieta de
cafeteria + 6leo de macadamia (1g/kg/dia).

I Ingestao alimentar e pesagem dos animais |

A
r ™
| | | | |
| | 1 1 | Semanas
0 4 8 12 16
| CTL |
I Inicio do tratamento oM I Eutanasia
Pesagem dos orgaos
Coleta para histologia

4.2. Dietas e ingestao alimentar

A dieta de cafeteria (Tabela 2) foi administrada por um periodo
de 16 semanas e preparada com chocolate ao leite (10g), amendoim
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(10g), biscoito salgado tipo cracker (5g), aclucar (5g) e racdo para
roedores (15g), de acordo com 0 modelo de oferta de dieta de cafeteria
proposto por Higa et al. (2014), com o objetivo de induzir alteragdes
metabolicas e morfoldgicas nos animais estudados.

A ingestdo alimentar e a massa corporal dos animais foram
registradas semanalmente. A ingestdo alimentar foi acompanhada pela
mensuracdo da racdo remanescente descontada do total daquela
depositada na semana anterior, sendo que a diferenca representou a
guantidade ingerida por gaiola. A quantidade média da racdo ingerida
por animal foi obtida através da soma da massa corporal de todos os
animais por gaiola, dividido pela massa de cada animal da gaiola,
multiplicado pela quantidade de racdo que foi ingerida pelos animais da
gaiola durante a semana, divido por sete, resultando no consumo por dia
por animal.

Tabela 2: Composicdo das diferentes dietas que foram administradas aos
animais do estudo.

Dieta padrdo Dieta de cafeteria
Kcallg 4,24 5,09
Carboidratos (%0) 68 62
Proteinas (%) 27 17
Gorduras totais (%) 05 21

4 3. Eutanasia dos animais

A partir das 7h da manhd do dia da eutandsia, a restricdo alimentar
de 6h foi imposta aos animais. Essa restricdo se fez necessaria para a
obtencdo de dados de glicemia de jejum que foram utilizados em
trabalhos que estdo em desenvolvimento no LIDoC e ndo afeta os
resultados do presente estudo. Apds a restricdo alimentar, os animais
foram eutanasiados por decapitacdo com tesoura sem a utilizagdo de
anestésico.

4.4. Pesagem dos 6rgaos
As gorduras epididimal e retroperitoneal foram cuidadosamente

removidas e pesadas em balanca eletrénica analitica digital (TECNAL,
SP, Brasil), imediatamente ap6s a eutanasia dos animais. Os dados de
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massa relativa das gorduras foram obtidos através do célculo da massa
absoluta de gordura dividida pela massa corporal do animal. O indice de
adiposidade foi obtido dividindo a massa corporal pela soma das
gorduras epididimal e retroperitoneal e multiplicando o resultado por
cem.

4.5, Histologia

As amostras de gordura epididimal foram fixadas em
paraformaldeido (4%) durante 48h em cassetes de plastico. Apo6s esse
periodo, as amostras seguiram para desidratacdo com graduacdes de
alcool e clarificagdo em banhos de xilol para posterior inclusdo em
parafina (60°C). Cortes de 5um do tecido adiposo epididimal de cada
grupo experimental foram obtidos em microtomia utilizando o
Micrétomo Rotativo Leica® RM2255 e aderidos em laminas de vidro.
Para a coloragdo com hematoxilina e eosina, os tecidos passaram
anteriormente por procedimentos de desparafinizacdo em xilol e, em
seguida, de reidratacdo com graduac6es de alcool.

4.6. Morfometria

As imagens foram capturadas com o Digitalizador de Laminas
Automatizado Axio Scan® para analise de campos contendo 100
adipocitos por lamina, seguindo padronizagdo de Desarzens e Faresse
(2016). Para a obtencdo da area média dos adipécitos foi utilizado o
software ZEN lite® 2012.

4.7. Contagem de estruturas crown-like

A contagem das estruturas crown-like foi realizada analisando todo
o corte do tecido adiposo epididimal de cada animal estudado utilizando
0 Microscopio Optico Olympus® CX21. Foram consideradas estruturas
crown-like aquelas onde células inflamatérias envolviam pelo menos
metade da superficie do adipdcito. Imagens das estruturas foram
capturadas utilizando o Microscopio Invertido Olympus® I1X83 com
camera digital colorida Olympus® DP73 de 17 megapixel e o programa
de captura de imagens CellSens® Dimension 1.12. A normalizacdo dos
dados da contagem de CLS esta de acordo com Altintas et al. (2011).
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4.8. Analise estatistica dos dados

Os dados foram organizados e registrados em planilhas no programa
Microsoft Office Excel 2010®. A anélise estatistica foi realizada no
programa estatistico Graphpad Prism® versdo 5.01 (Graphpad Inc.; La
Jolla, USA). As variaveis qualitativas foram descritas e apresentadas em
média e desvio padrdo da média (DPM).

Para avaliacdo da distribuicdo dos dados foi aplicado o teste de
normalidade de Shapiro-Wilk, sendo que se o resultado foi <0.05,
rejeitou-se a normalidade dos dados. Neste caso, 0s dados passaram por
testes ndo-paramétricos. As comparagBes entre 0s grupos foram
realizadas utilizando ANOVA de duas vias para dados paramétricos.
Para dados nado-paramétricos, os valores foram primeiramente
transformados em logaritmos naturais (In) para que se tornassem
paramétricos e, assim, seguiu-se a analise de ANOVA duas vias. O pés
teste utilizado foi o de Bonferroni.

Nas analises de correlacdo, foi utilizado o teste de Pearson para
dados paramétricos e 0 de Spearman para dados nao-paramétricos. A
intensidade da correlacdo foi estabelecida analisando o coeficiente de
correlacdo (r): se r<0.3, a correlacdo foi considerada fraca; se 0.3<r<0.7,
moderada; e se r>0.7, alta. Para todos os testes, foi adotado o nivel de
significancia de 95% (P<0.05).

5. RESULTADOS

Primeiramente foi avaliado o consumo alimentar, a massa corporal e
a massa da gordura branca dos camundongos C57BL/6 machos tratados
com quatro dietas diferentes (Tabela 3).

O consumo de racdo final (g) (Figura 2A) nos grupos CTL e OM
foi aproximadamente 25% maior do que nos grupos DC e DOM
(P<0.05). J& o consumo energético (kcal) ao final das 16 semanas de
tratamento (Figura 2B) foi em torno de 10% maior nos grupos
alimentados com dietas hipercaldricas (5.09 kcal/g) em relagdo aos
grupos alimentados com dieta padrdo (4.24 kcal/g), porém tal diferenca
ndo atingiu valores significativos (P>0.05).
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Figura 2: Parametros de consumo das dietas adotadas. (A) Média do consumo de ragdo em gramas por semana. (B) Média do
consumo energético em kcal por semana. (n=9, CTL e OM; n=10, DC e DOM). Siglas: CTL, controle; DC; dieta de cafeteria;
OM, oleo de macadamia (1g/kg/dia); DOM, dieta de cafeteria + 6leo de macadamia (1g/kg/dia). *=P<0.05 quando comparado
com o grupo CTL.
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Na massa corporal (g) dos animais também ndo foram
observadas diferencas significativas (P>0.05) entre os quatro grupos
experimentais (Figura 3), sendo que todos 0s grupos estudados
apresentaram valores iniciais médios proximos de 16g e valores finais
médios proximos de 28g, resultando em ganho de massa total de
aproximadamente 75% ao final do periodo de tratamento.

Figura 3: Massa corporal (g) durante as 16 semanas de tratamento. (n=9, CTL e
OM; n=10, DC e DOM). Siglas: CTL, controle; DC; dieta de cafeteria; OM,
6leo de macadamia (1g/kg/dia); DOM, dieta de cafeteria + 6leo de macadamia
(1g/kg/dia).
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Para determinar se as dietas causaram efeitos na adiposidade dos
animais, as massas absolutas e relativas da gordura epididimal e
retroperitoneal foram analisadas. Todos os resultados relativos & gordura
branca mostraram aumento significativo (P<0.05) de massa desses
orgédos nos grupos DC e DOM quando comparados aos demais grupos.
A massa absoluta (mg) (Figura 4A) e relativa (mg/g de m.c.) (Figura
4B) de gordura epididimal do grupo DC foi cerca de 1.8 vezes maior do
que o controle, enquanto que o grupo DOM dobrou a massa em relagédo
ao controle. O mesmo padrédo foi observado na massa absoluta (Figura
4C) e relativa (Figura 4D) da gordura retroperitoneal, sendo que a
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mudanca de tamanho do 6rgéo foi ainda mais evidente nos grupos DC e
DOM. Nesse 6rgdo, o grupo DC apresentou 0 dobro da massa € 0 grupo
DOM teve aumento de 2.7 vezes na massa absoluta e de 2.3 vezes na
massa relativa, ambos comparados ao controle.

A avaliagdo da massa total de gordura branca coletada ao final das
16 semanas de tratamento foi obtida através do somatério das massas
das gorduras epididimal e retroperitoneal (Figura 4E). Esse somatorio
mostrou que a massa de gordura branca (mg/g de m.c.) estava
aumentada em mais de 80% no grupo DC e mais que dobrou no grupo
DOM, ambos em relagéo ao controle (P<0.05). Como consequéncia do
maior acimulo de gordura, o indice de adiposidade corporal (Figura
4F) mostrou valores de aumento semelhantes ao resultado do somatério
das gorduras no grupo DC e no DOM guando comparados ao controle.
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Figura 4: Pardmetros de massa da gordura epididimal e retroperitoneal e de adiposidade. Massa absoluta (mg) (A) e relativa
(mg/g de m.c.) (B) da gordura epididimal. Massa absoluta (mg) (C) e relativa (mg/g de m.c.) (D) da gordura retroperitoneal.
Somatdrio da gordura epididimal e retroperitoneal (mg/g de m.c.) (E). indice de adiposidade corporal (%) (F) dos animais. (n=8,
OM; n=10, n=9, CTL; n=10, DC e DOM). Siglas: CTL, controle; DC, dieta de cafeteria; OM, 6leo de macadamia (1g/kg/dia);
DOM, dieta de cafeteria + 6leo de macadamia (1g/kg/dia). *=P<0.05 quando comparado com o grupo CTL; EPI, epididimal;
RETRO, retroperitoneal.
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Tabela 3: Massa corporal e massa de tecidos adiposos em camundongos C57BL/6 expostos a dieta de cafeteria e suplementacéo

com 6leo de macadamia.

CTL oM DC DOM

Massa corpdrea inicial (g) 16.2+£20 158+1.9 158+15 16.0£15
Massa corpdrea final (g) 28.6+3.3 274 +2.2 27.7+3.0 289+3.1
Consumo de racao final (g) 34.2+45 33.7+£33 25.9%2.0 255+23
Consumo energético final (kcal) 1452 +19.0 1428+139 1320+10.2 1299+%119
Massa absoluta de gordura epididimal (mg) 3845+774 3706+595 6818+242 796.3+357.2
Massa relativa de gordura epididimal (mg/g de m.c.) 13.6+23 13.5+21 24.3+6.8 26.9+9.9
Massa absoluta de gordura retroperitoneal (mg) 113.6 £32.8 99.6 £35.5 219.1+87.6 2759+1428
Massa relativa de gordura retroperitoneal (mg/g de m.c.) 4011 3614 78+£26 9.3%41
Somatorio das gorduras brancas (mg/g de m.c.) 176+£34 171+34 321+93 36.2+14.0
indice de adiposidade (%) 1.8+0.3 1.7+03 3.2+09 36+14

Valores estdo apresentados como média £+ DPM. m.c. = massa corporal. *=P<0.05 quando comparado com o grupo CTL.
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Em todos os resultados avaliados acima, nenhum parametro
analisado obteve diferencas significativas (P>0.05) entre os grupos CTL
e OM, sendo que os valores obtidos nesses grupos foram muito
préximos. Também ndo houve diferencas significativas entre os grupos
DC e DOM, mesmo o ultimo apresentando, em grande parte dos
resultados, valores maiores do que o grupo DC.

Figura 5: Area dos adipdcitos (um2) do tecido adiposo epididimal. (n=10, CTL
e DC; n=8, OM; n=9, DOM). Siglas: CTL, controle; DC; dieta de cafeteria;
OM, d6leo de macadamia (1g/kg/dia); DOM, dieta de cafeteria + 6leo de
macadamia (1g/kg/dia). *=P<0.05 quando comparado com o grupo CTL.
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Em seguida foram avaliados os parametros histoldgicos obtidos pela
morfometria e pela microscopia. Na andlise morfométrica do tecido
adiposo epididimal (Figura 5), foram encontrados resultados (P<0.05)
indicativos de hipertrofia devido ao aumento significativo da &rea dos
adipocitos nos grupos tratados com dieta hipercalérica, com e sem
suplementacdo com 6leo de macadamia, que pode ser visualizado nas
imagens dos cortes histolégicos (Figura 6). Os adipécitos do grupo DC
apresentaram area em torno de 56% maior do que o grupo controle,
enquanto que no grupo DOM esse aumento foi de aproximadamente
68%.



44

Figura 6: Imagem representativa do tecido adiposo epididimal dos quatro
grupos experimentais estudados. Coloragdo H&E. Siglas: CTL (controle), DC
(dieta de cafeteria), DOM (dieta de cafeteria + 6leo de macadamia 1g/kg/dia),
OM (bleo de macadamia 1g/kg/dia). Escala: 20 pm.
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Para determinar se o aumento de massa da gordura branca
estava relacionado a hipertrofia ou a hiperplasia do tecido adiposo, foi
realizada analise estatistica de correlacdo entre area dos adipdcitos e
massa absoluta de gordura epididimal (Figura 7). Essa correlagdo foi
significativa (P<0.05) e forte (r>0.7) nos grupos OM, DC e DOM,
enquanto que no grupo CTL, mesmo ndo atingindo valor de
significancia (P=0.05), a correlacdo foi moderada (r=0.66). O resultado
obtido mostra que a area dos adipécitos aumenta juntamente com a
massa da gordura epididimal e sugere maior participa¢do da hipertrofia
no aumento da massa do tecido adiposo. Isso é corroborado comparando
o percentual de aumento desses dois parametros: no grupo DC, o
aumento de massa de gordura (77%) foi semelhante ao aumento do
tamanho dos adipécitos (56%); e no grupo DOM, foi maior a diferenga
entre 0s percentuais, porém, ainda sim, a maior parte do aumento da
massa de gordura (107%) pode ser associada a hipertrofia (68%).
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Figura 7: Correlagdo entre area dos adipdcitos (um?2) e massa absoluta (mg) de
gordura epididimal nos quatro grupos estudados: CTL (A); OM (B); DC (C);
DOM (D). (n=7, OM; n=9, CTL e DOM; n=10, DC). Siglas: CTL (controle),
DC (dieta de cafeteria), DOM (dieta de cafeteria + Oleo de macadamia
1g/kg/dia), OM (6leo de macadamia 1g/kg/dia). r=coeficiente de correlagdo.
#=P<0.05.
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Durante analise microscopica do tecido adiposo epididimal,
foram observados, em todos 0s quatro grupos experimentais, acimulos
de células inflamatdrias ao redor de adipdcitos, caracterizando estruturas
crown-like (CLS) (Figura 8). Observou-se que o efeito da dieta de
cafeteria foi significativo (P<0.05) no teste de ANOVA duas vias,
porém, a diferenca ndo foi expressiva o suficiente para que fosse
detectada no pos-teste, o qual afirmou ndo haver diferencas
significativas entre os grupos. Nota-se que os grupos DC e DOM
apresentaram maior quantidade média de CLS/mm? de corte de tecido
em relacdo aos demais grupos, indicando aumento da inflamacédo local
(Figura9).
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Figura 8: Imagem representativa das CLS presentes no tecido adiposo
epididimal dos quatro grupos experimentais estudados. Asteriscos (*) indicam
CLS. Coloragdo H&E. Siglas: CTL (controle), DC (dieta de cafeteria), DOM
(dieta de cafeteria + 6leo de macadamia 1g/kg/dia), OM (6leo de macadamia
1g/kg/dia). Escala: 20 um.
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Para avaliar a relacdo entre hipertrofia e inflamacéo no tecido
adiposo, foi realizada outra analise estatistica de correlacdo, dessa vez
analisando area dos adipocitos e quantidade de CLS/mm? de corte de
tecido adiposo epididimal (Figura 10). Porém, ndo foram observadas
diferencas significativas (P>0.05) em nenhum dos grupos estudados,
mesmo 0s grupos DC e DOM apresentando tanto adip6citos maiores
guanto maior nimero de CLS. Todos os grupos obtiveram valores
correspondentes a correlagdo fraca (r<0.3), exceto o grupo DC, que
mostrou correlagdo moderada (r=0.39).
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Figura 9: Quantidade de CLS na gordura epididimal com dados normalizados
por mmz2 de corte de tecido. (=10, CTL e DC; n=8, OM; n=9, DOM). Siglas:
CTL, controle; DC; dieta de cafeteria; OM, 6leo de macadamia (1g/kg/dia);
DOM, dieta de cafeteria + 6leo de macadamia (1g/kg/dia). 8=fator dieta P<0.05.
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Em nenhum parametro histolégico avaliado, os grupos CTL e
OM alcangaram diferencas significativas entre si, novamente
apresentando resultados muito semelhantes. O mesmo também ocorreu
entre os grupos DC e DOM, ainda que os valores alcancados pelo grupo
DOM tenham sido maiores.



48

Figura 10: Correlagdo entre area dos adipécitos (um?) e quantidade de
CLS/mm2 de corte de gordura epididimal nos quatro grupos estudados: CTL
(A); OM (B); DC (C); DOM (D). (n=10, CTL e DC; n=7, OM; n=9, CTL e
DOM). Siglas: CTL (controle), DC (dieta de cafeteria), DOM (dieta de cafeteria
+ 06leo de macadamia 1g/kg/dia), OM (6leo de macadamia 1g/kg/dia).
r=coeficiente de correlacéo.
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6. DISCUSSAO

Modelos animais de obesidade induzida por dieta sdo muito
utilizados para estudar as alteracdes metabdlicas e morfoldgicas
causadas pela obesidade e, assim, obter uma melhor compreensdo acerca
desta doenca epidémica que afeta milhGes de pessoas no mundo, bem
como buscar formas de reverter seus efeitos ou proteger o corpo contra
tais alteracOes.
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O trabalho apresentado foi uma analise histolégica e morfoldgica
abrangente entre 0 modelo tradicional de dieta para murinos, um modelo
de dieta humana muito utilizado nos estudos sobre obesidade (dieta de
cafeteria) e a suplementacdo com 6leo de macadamia por seu potencial
efeito protetor contra essa doenca.

O presente estudo revelou que os animais tratados com dieta de
cafeteria desenvolveram alteracbes morfologicas caracteristicas da
obesidade, porém ndo apresentaram hiperfagia nem aumento expressivo
de massa corporal, o contrario do que é relatado em outros estudos
(SAMPEY et al.,, 2011; MARTIRE et al., 2013; SOUTH et al., 2014). O
resultado do consumo de ragdo foi interessante, pois era esperado que a
ingestdo alimentar dos animais tratados com dieta de cafeteria seria
maior em relagdo a dieta padrdo devido a palatabilidade dos
componentes da dieta humana que normalmente altera os mecanismos
homeostaticos de balanco energético através da ativacdo do sistema de
recompensa (ERLANSON-ALBERTSSON, 2005), 0 que ndo ocorreu.

Condizente com o resultado obtido de massa corporal foram os
resultados dos estudos de Higa et al. (2014) e Castro et al. (2014), os
guais também néo observaram ganho significativo de massa, mesmo os
animais consumindo maior quantidade de racdo e mais calorias,
respectivamente. A analise dos resultados aqui apresentados e dos
estudos citados mostram que, para 0 modelo animal adotado
(camundongos C57BL/6), a quantidade de gordura na composicdo da
dieta de cafeteria pode ter sido insuficiente para causar aumento
significativo de massa corporal nos animais. Essa hipotese se baseia,
principalmente, nos resultados do estudo de Strissel et al. (2007), onde a
dieta high-fat, com 60% das calorias provenientes de gordura,
produziram efeitos expressivos na massa corporal e na inflamagéo do
tecido adiposo em camundongos C57BL/6.

No entanto, mesmo ndo apresentando ganho de massa significativo,
0s animais alimentados com dieta hipercal6rica desenvolveram
alteracdes em relacdo a gordura branca. Nesses animais, tanto a gordura
epididimal, como a retroperitoneal apresentaram aumento de massa
expressivo, assim como mostram Higa et al. (2014) e Castro et al.
(2014). Porém, no modelo experimental utilizado, tal ganho de massa
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ndo pode ser explicado pela hiperfagia ou pelo maior consumo
energético, como ocorre, respectivamente, nos estudos mencionados.

A macadamia vem sendo estudada por seus potenciais efeitos
homeostaticos no corpo, principalmente por diminuir niveis de
colesterol e triglicerideos séricos, assim, atuando na protecdo do sistema
cardiovascular (GRIEL et al., 2008, GARG; BLAKE; WILLS, 2003). Além
disso, os é&cidos graxos monoinsaturados, que estdo presentes na
macadamia, como o &cido palmitoleico e o acido oleico, mostraram
reducdo da adiposidade e da inflamacdo no tecido adiposo (DUE et al.,
2008; PANIAGUA et al., 2007, GARCIA-ESCOBAR et al., 2010, FINUCANE
etal., 2015).

No entanto, poucos sdo o0s trabalhos que avaliam a
administracdo do dleo de macadamia e seus efeitos no tecido adiposo.
Um deles, de Lima et al. (2014), também nédo observou alteraces nos
pardmetros de massa corporal, massa de gordura epididimal e
retroperitoneal e de adiposidade nos camundongos suplementados com
0 Oleo. Esses resultados semelhantes ocorreram mesmo com o tempo de
tratamento e a dose de 6leo por semana no presente estudo serem
maiores do que o de Lima et al. (2014). Isso sugere que a dose de 6leo
de macadamia (1g/kg/dia) adotada na suplementagdo pode néo ter sido
suficiente para causar efeitos protetores na homeostase corporal em
relacdo aos pardmetros morfoldgicos analisados.

Ja a andlise histologica revelou que os animais alimentados com
dieta de cafeteria apresentaram alteracdes no tecido adiposo epididimal
consistentes com o quadro morfologico e metabolico de obesidade:
hipertrofia dos adipécitos e inflamagdo. Essas duas alteragcdes s&o
comumente relacionadas entre si ja que o aumento do tamanho dos
adipocitos esta associado a distrbios na homeostase celular, o que pode
levar & inflamacdo cronica e entre outras alteragdes metabdlicas (GRAY;
VIDAL-PUIG, 2007).

O aumento do tamanho dos adipdcitos (hipertrofia) € uma alteracéo
morfolégica comumente associada a obesidade (MURANO et al., 2008;
FINUCANE et al., 2015; LIMA et al., 2014). Essa alteracdo foi observada
nos resultados de morfometria do presente trabalho, sendo que os grupos
de dieta hipercalérica apresentaram maior area dos adipdcitos no tecido
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adiposo epididimal comparado com os grupos de dieta padrdo. A area
dos adipdcitos foi positivamente correlacionada com a massa de gordura
epididimal nas andlises estatisticas do presente estudo, sugerindo que a
hipertrofia foi o principal mecanismo para 0 aumento de massa de tecido
adiposo, e ndo o aumento do nimero de adipdcitos (hiperplasia). Essa
analise é corroborada quando comparamos o percentual de aumento da
massa de gordura epididimal com o da area dos adipdcitos.

A inflamacdo cronica de baixo grau é um distlrbio caracteristico da
obesidade que pode ser identificada através da presenca de estruturas
crown-like (CLS) no tecido adiposo. As CLS representam acumulos
organizados de células inflamatdrias, principalmente de macrdfagos, ao
redor de adipdcitos mortos (CINTI et al., 2005). Essas estruturas foram
observadas nas analises microscopicas do presente estudo, assim como
em diversos outros trabalhos sobre obesidade (FINUCANE et al., 2015;
SAMPEY et al., 2011; WEISBERG et al., 2003; XU et al., 2003; CINTI et al,
2005; ALTINTAS et al., 2011; MURANO et al., 2008; NISHIMURA et al.,
2007; APOVIAN et al., 2017; STRISSEL et al., 2007).

Os macrofagos sdo comumente encontrados no tecido adiposo
normal, porém em menor quantidade do que em individuos obesos. Esse
aumento da presenca de macréfagos no tecido, resultando nas CLS,
ocorre por causa da hipertrofia dos adipécitos 0s quais estocam
guantidades excessivas de lipidios como consequéncia de uma dieta com
alto teor de gordura (no caso, dieta de cafeteria), levando a morte das
células. A funcdo dessas células fagocitarias no tecido adiposo € digerir
0s restos do adipdcito morto para evitar a citotoxicidade do lipidio
remanescente em outros 6rgdos como figado, rim e pancreas (CINTI et
al., 2005, STRISSEL et al., 2007, ARNER et al., 2010, LOLMEDE et al., 2011,
PASSOS et al., 2016).

Juntamente com a hipertrofia dos adipécitos ocorre também o
aumento da producdo de citocinas inflamatérias que atraem células
inflamatdrias para o local, causando uma inflamacdo cronica. A
infiltracdo de macrofagos e linfécitos no tecido adiposo de obesos é bem
conhecida e estudada e € correlacionada positivamente, em certos
estudos, a area dos adipdcitos (MURANO et al., 2008; WEISBERG et al.,
2003; CINTI et al., 2005), sugerindo que o tamanho do adipdcito é o fator
gue desencadeia a infiltracdo de células inflamat6rias para o tecido
(WEISBERG et al., 2003).
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Estudos mostram que dietas hipercaléricas produzem efeitos
inflamatdrios com a presenca mais pronunciada de CLS e de células
inflamatdrias no tecido adiposo (SAMPEY et al., 2011, ALTINTAS et al.,
2011). No presente estudo, foi observado efeito significativo da dieta de
cafeteria na quantidade de CLS no tecido adiposo, mesmo o pds teste
ndo detectando diferencas significativas entre 0s grupos. Esse resultado
mostra que a dieta de cafeteria aumentou a inflamacéo local, porém esse
aumento ndo foi expressivo o suficiente para gerar diferenca
significativa entre 0s grupos no pos-teste do modelo experimental
adotado. Uma explicagdo para tal resultado é que, como ndo houve
hiperfagia nos animais tratados com dieta de cafeteria e o consumo
energético foi 0 mesmo entre todos 0s grupos, os efeitos da dieta podem
ndo ter sido suficientes para causar uma inflamagdo mais pronunciada
no tecido adiposo. Outra explicacdo seria em relagdo a composicdo da
dieta que pode ndo ter apresentado quantidade de gordura suficiente
para induzir elevacdo expressiva de inflamacéo.

Os resultados apresentados mostram que o 6leo de macadamia nao
foi eficiente em desencadear efeitos na regulagdo do metabolismo no
tecido adiposo do modelo experimental adotado. Sendo assim pode-se
supor que: (1) a dose do ¢6leo foi inadequada; (2) o tempo de
suplementacdo foi insuficiente; (3) as analises relativas a inflamacéo
foram escassas; (4) ou a administracdo do éleo ndo causa alteracGes
significativas na morfologia do tecido adiposo e na normalizacdo da
inflamacdo local. Enns et al. (2014) reforcam essas hipdteses ao
concluirem em seu estudo que a administracdo de dleos vegetais ricos
em 4&cidos graxos monoinsaturados na dieta apresentaram efeitos
minimos em alterar a funcionalidade do tecido adiposo e a inflamacéo.

Uma analise adicional interessante de ser realizada para um
entendimento mais aprofundado da inflamacdo no tecido adiposo é a
andlise imunohistoquimica de infiltracdo de macrofagos utilizando
anticorpo F4/80 como alguns estudos ja realizaram (KINTSCHER et al.,
2008, KANDA et al., 2006, SAMPEY et al., 2011).

Como a quantidade de estudos sobre a suplementacdo com éleo
de macadadmia em animais obesos é muito baixa, a determinacéo da(s)
causa(s) da ndo-funcionalidade do dleo no tecido adiposo no modelo
utilizado se torna dificil. Dessa forma, para uma melhor compreenséo
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sobre os efeitos do 6leo de macadémia, se faz necessario mais estudos
gue adotem doses diferenciadas do Oleo, além de tempos de
administracdo diferentes e andlises mais aprofundadas de inflamagéo
local, visando descobrir se o 6leo produz efeitos no tecido adiposo e
gual a intensidade desses efeitos, caso possua.

7. CONCLUSAO

Analisando todos os resultados obtidos nesse estudo, podemos
concluir que, no modelo apresentado, o 6leo de macadamia na dose
testada ndo foi eficaz em proteger os animais contra as alteracGes
morfoldgicas da obesidade. No entanto, 0 modelo dieta de cafeteria foi
eficaz em criar um quadro obesogénico com sinais de inflamagédo no
tecido adiposo dos animais estudados.
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