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RESUMO

A obesidade é caracterizada pelo acumulo de gordura corporal associada a uma
inflamacao crénica de baixo grau, sendo relacionada ao aumento do risco para o
desenvolvimento de perda éssea, e consequentemente osteoporose. A perda éssea
acontece devido a diversos fatores, dentre eles a presenca de resposta inflamatéria.
As doengas crénicas como a obesidade apresentam aumento na sintese e secrecao
de mediadores inflamatorios que poderiam favorecer a perda 6ssea. Apesar de
abordagens dietéticas serem propostas para tratar a perda éssea, elas ainda séo
pouco exploradas. O dleo de coco virgem (OCV) é um alimento funcional devido a sua
guantidade significativa de acidos graxos de cadeia média. Nos ultimos anos, o OCV
tem sido amplamente utilizado como possivel tratamento de diversas doencas
incluindo Alzheimer, doencas cardiacas, obesidade, entre outras. Contudo,
conhecimentos a respeito da suplementacdo com OCV no tratamento da perda 6ssea
ainda é incipiente. Esse estudo objetivou avaliar o efeito da suplementacéo dietética
com OCV no tratamento na perda 6ssea de camundongos alimentados com dieta rica
em gordura 45% (HF). Camundongos machos C57BL/6 foram inicialmente divididos
em dois grupos e alimentados com dieta controle AIN-93M (C) ou dieta HF por oito
semanas. Na 92 semana, os camundongos alimentados com dieta HF foram
reagrupados em quatro grupos até a 122 semana: (i) dieta HF; ou dieta HF
suplementada com diferentes doses de OCV, (iii) 1000 mg/kg, (iv) 3000 mg/kg ou (v)
9000 mg/kg. Apesar do ganho de peso nao apresentar diferenca estatistica entre o0s
grupos, o peso corporal final foi maior no grupo HF em relagéo ao grupo controle, mas
sem alteracdo naqueles tratados com OCV em relacdo ao controle. Nao houve
diferenca significativa na ingestao alimentar entre os grupos avaliados. Ao serem
avaliados parametros 6sseos, as concentracdes séricas de RANKL, um marcador de
perda 6ssea, e OPG, opositora a essa sinalizacdo, ndo se alteraram entre 0s grupos.
Contudo, somente 0s animais que receberam a dose média de OCV apresentaram
tendéncia para menor relagdo RANKL/OPG, sendo essa a dose escolhida para a
avaliacdo da microarquitetura 6ssea. No geral, o grupo HF apresentou menor
densidade mineral éssea e volume 6sseo, trabéculas de menor espessura com maior
espaco entre elas, caracterizando aumento da reabsor¢do 0ssea na estrutura 6ssea
do fémur e maxila. Quando tratados com a dose média de OCV ocorreu uma piora da
densidade mineral 6ssea e da separacado trabéculas na maxila, sem alteracdo nos
outros parametros quando comparados com o grupo HF. Contudo, a perda éssea
presente no fémur néo foi alterada. Como esperado, a adiposidade, area de adipdcitos
e concentracdes séricas de leptina foram maiores no grupo alimentado com dieta HF
em relacdo ao controle. No grupo tratado com a dose alta de OCV foi observado um
aumento da area dos adipdcitos, mas nos demais parametros ndo foram observadas
alteracbes apos os diferentes tratamentos com o OCV. A intolerancia & glicose
observada no grupo HF néo foi alterada com a adicdo do OCV a dieta HF, e ainda se
mostraram hiperglicémicos. Apesar de alteradas no grupo HF, as concentracdes
séricas de colesterol total e triglicérides ndo se modificaram com os tratamentos.
Portanto, o uso da suplementagcdo com OCV em camundongos alimentados com a
dieta HF parece nado ser benéfico para tratar perda 6ssea, a obesidade e ainda as
disfuncdes metabolicas associadas.

Palavras-Chave: 6leo de coco virgem, obesidade, perda éssea, dieta rica em
gordura, metabolismo



ABSTRACT

Obesity is characterized by the accumulation of body fat associated with low-grade
chronic inflammation, which is related to an increased risk of developing bone loss,
and consequently, osteoporosis. Bone loss occurs due to several factors, including the
presence of an inflammatory response. Chronic diseases such as obesity show an
increase in the synthesis and secretion of inflammatory mediators that could favor
bone loss. Although dietary approaches are proposed to treat bone loss, they are still
poorly explored. Virgin coconut oil (VCO) is a functional food due to its significant
amount of medium-chain fatty acids. In recent years, VCO has been widely used to
treat several diseases, including Alzheimer’s, heart disease, obesity, among others.
However, knowledge about VCO supplementation in the treatment of bone loss is still
incipient. This study aimed to evaluate the effect of dietary supplementation with VCO
in the treatment of bone loss in mice fed a 45% high-fat (HF) diet. Male C57BL / 6 mice
were initially divided into two groups and fed either the AIN-93M (C) control diet or the
HF diet for eight weeks. At the 9th week, the mice fed the HF diet were regrouped in
four groups until the 12th week: (i) HF diet; or HF diet supplemented with different
doses of VCO, (iii) 1000 mg / kg, (iv) 3000 mg / kg or (v) 9000 mg / kg. Although the
weight gain does not present a statistical difference between the groups, the final body
weight was higher in the HF group than the control group, but without changes in those
treated with VCO in relation to the control. There was no significant difference in food
intake between the groups evaluated. When bone parameters were evaluated, the
serum concentrations of RANKL, a bone loss marker, and OPG, opposed to this
signaling, did not change between the groups. However, only animals that received
the medium dose of VCO showed a tendency towards a lower RANKL / OPG ratio,
which was the dose chosen for bone microarchitecture evaluation. In general, the HF
group showed lower bone mineral density and bone volume, thinner trabeculae with
greater space between them, characterizing increased bone resorption in the femur
and maxilla’s bone structure. When treated with the medium dose of VCO, there was
a worsening of bone mineral density and trabecular separation in the maxilla, with no
change in other parameters when compared with the HF group. However, the bone
loss present in the femur was not altered. As expected, adiposity, area of adipocytes
and serum leptin concentrations were higher in the group fed with HF compared to the
control group. In the group treated with the high dose of VCO an increase in the area
of adipocytes was observed, but in the other parameters, no changes were observed
after the different treatments with the VCO. The glucose intolerance observed in the
HF group was not altered with the addition of VCO to the HF diet, and they were also
shown to be hyperglycemic. Despite being changed in the HF group, serum
concentrations of total cholesterol and triglycerides did not change with treatments.
Therefore, the use of VCO supplementation in mice fed the HF diet does not seem to
be beneficial for treating bone loss, obesity, and even the associated metabolic
disorders.

Keywords: virgin coconut oil, obesity, bone loss, high fat diet, metabolism
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1. INTRODUCAO

O nosso organismo é formado pelo esqueleto humano que contém pecas
Osseas costituido por um tecido dinamico, que exerce funcdes basicas, como
mecanica, protetora e metabdlica (JUNQUEIRA et al., 2007). O osso é formado por
tecidos conjuntivos e pela matriz 6ssea (TRZECIAKIEWICZ et al., 2009). Além de sua
constituicdo estrutural, dentre as células que participam de seu processo de constante
remodelamento tecidual, pode-se citar os osteoblastos, ostedcitos e 0s osteoclastos.
Essas células atuam na sintese e manutencdo da matriz éssea e na reabsorcao
respectivamente, contribuindo para manter a homeostase do tecido (BAUM et al.,
2014). Diversos fatores influenciam de forma positiva ou negativa na regulacao,
sintrese e reabsorcdo O6ssea, como por exemplo, horménios, nutrientes, alguns
medicamentos, fatores de crescimento e moléculas inflamatérias. Nesse contexto,
doencas inflamatdérias crénicas podem contribuir com a perda éssea, assim como

ocorre na obesidade.

A prevaléncia da obesidade aumentou nos altimos anos, e isso estd associado
ao atual padrédo de consumo alimentar da populagcdo composto por alimentos
caloricos, ricos em carboidrato refinado e gordura saturada (FEHRENDT et al., 2014).
Essa doenca € caracterizada pela expanséo do tecido adiposo associada a inflamagéo
cronica de baixo grau (EDWARDS et al, 1993). Nesse sentido, respostas
inflamatérias podem influenciar o processo de remodelamento 6sseo, contribuindo
para o desenvolvimento de doencgas 0sseas, como a osteopenia (KANIS et al., 2012)
e, consequentemente, a osteoporose (CLARKE e SUNDEEP, 2010), tornando o 0osso
fragil e susceptivel a fraturas. Assim, estudos em modelos animais mostraram que 0
consumo de dieta rica em carboidratos refinados (HC) (MONTALVANY-ANTONUCCI
et al., 2017) ou dieta rica em gordura saturada (HF) (STROHER et al., 2019; HALADE
et al.,, 2010; CAO et al., 2017, MONTALVANY-ANTONUCCI et al., 2018) reduz a
densidade mineral 6ssea. A partir dessa associacdo, duas hipoteses sédo descritas
por correlacionar a influéncia da obesidade sobre o processo de remodelamento
0sseo. A primeira hipétese é que pelas células adiposas e as células osteoblasticas
derivarem de uma mesma célula progenitora, resulta na propensao da formacédo de
adipécitos na medula éssea, advindos de estimulos causados pelo desenvolvimento
da obesidade e menor formacéo de osteoblastos. A segunda hipétese € que por ser
uma doenca inflamatéria cronica de baixo grau, as citocinas proé-inflamatorias
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aumentadas na obesidade estimulariam o processo de desmineralizagdo 6ssea (CAO
et al., 2011). Portanto, a expansdo dos adipodcitos e a inflamacédo presentes na
obesidade contribuem para maior risco de reabosrcao 0ssea, refletindo a necessidade

da investigacdo de intervengdes que revertam essa perda 0ssea.

Diversos estudos tém buscado tratamentos diversos a fim de evitar a
progressao da perda 6ssea e melhorar a obesidade, principalmente, advindos de
compostos dietéticos (NEVIN e RAJAMOHAN, 2006). A exemplo, o 6leo de coco
virgem (OCV) vem sendo estudado devido as suas propriedades funcionais em
diversas doencas (NEVIN, K.G.; RAJAMOHAN T. 2006). O OCV é composto por
acidos graxos de cadeia média (AGCM), sendo o &cido laurico (C12:0) o mais
abundante, além de alguns nutrientes e compostos bioativos, a exemplo, vitamina E,
e os polifendis, sendo considerados responsaveis por proporcionarem efeitos
benéficos ao organismo (DEBMANDAL M.; MANDAL, S. 2011; WALLACE et al.,2018).
Na literatura, foi demonstrado que a suplementacédo com OCV levou a diminuicdo da
circunferéncia abdominal em mulheres obesas (ASSUNCAO et al., 2009), e que
camundongos alimentados com dieta HC e tratados com o OCV apresentaram
melhora dos parametros de obesidade, como andlise da adiposidade, entre outros
(ZICKER et al., 2018). Porém, estudos abordando o impacto da suplementacdo de
OCV em animais alimentados com dieta HF ndo demonstraram alteracdo na
adiposidade ou até mesmo pioraram esse parametro associada a um acumulo de
gordura hepatica (STROHER et al., 2019; LAU et al., 2010; DIAS et al., 2010).

Apesar de nos ultimos anos os estudos do efeito do consumo de 6leo de coco
em diferentes doencas terem aumentado, o seu impacto nos diferentes contextos de
dietas obesogénicas ainda se apresentam contraditérios (STROHER et al., 2019).
Além disso, sdo escassos 0s estudos que objetivam realizar o tratamento da perda
Ossea presente na obesidade por meio de alimentos ou compostos presentes em
alimentos. Neste contexto, o presente trabalho propde uma intervencao por meio da
administracdo oral de diferentes concentracbes de OCV em camundongos
alimentados em uma dieta rica em gordura saturada, a fim de investigar a sua

influéncia nos parametros 6sseos.
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2. REVISAO DA LITERATURA
2.1Tecido Osseo

O esqueleto humano € formado pelos ossos e cartilagens unidos por
ligamentos e tenddes. Dentre suas fun¢des basicas pode-se citar: mecanica, protetora
e metabdlica. As pecas oOsseas apresentam diferentes dimensdes e funcbes
dependendo da localizagcdo em que elas se encontram, e sua classificacao leva em
consideracdo a forma dos ossos (JUNQUEIRA et al., 2007). A exemplo, o fémur é
considerado um 0sso longo por possuir comprimento maior do que a largura e
espessura, sua funcao consiste em fornecer suporte ao esqueleto, sendo diretamente
influenciado pela carga mecénica sobre ele e mais susceptivel a fraturas (LOCKE M.
2004). Outro exemplo é a maxila que é classificada como um 0sso plano, pois suas
dimensdes sdo similares e apresentam funcdo protetora, possuindo participacao
direta no ato de se alimentar (BURGOS-FLOREZ et al., 2016).

O osso é formado pelo endosteo e peridsteo e pela matriz 0ssea. Essa matriz
possui importante papel nesse tecido por ser o local de maior atividade ao exercer
suas funcdes fisioldgicas, sendo ela constituida pela parte organica (colageno tipo I,
proteoglicanos e glicoproteinas), e pela matriz inorganica (cristais de hidroxiapatita)
composta de fosfato de calcio e ions associados (TRZECIAKIEWICZ et al., 2009). A
partir de sua funcionalidade e caracteristicas estruturais, o 0sso pode ser dividido em
dois tipos, compacto ou cortical, e esponjoso ou trabecular. O cortical representa cerca
de 80% da massa 0Ossea total, sendo responsavel por fornecer suporte e protecéao.
Por outro lado, o trabecular compde ao redor de 20% dela por ser mais poroso, menos
denso, e possuir a capacidade de se adaptar mais facilmente quando exercidas
cargas mecanicas. No o0sso tem-se também a medula 6ssea que se subdivide em
medula 6ssea vermelha, onde ocorre a producéo de células sanguineas, e medula

O0ssea amarela, onde ha presenca de adipécitos (KIERSZENBAUM et al., 2008).

7

Apesar de sua composicao estrutural rigida, o tecido 6sseo é considerado
dindmico, e esse dinamismo acontece principalmente pelo fato da matriz 6ssea ser
composta por diferentes células que participam do processo de formacao, reabsorcao
0ssea, reparacdo e manutencdo, denominado remodelamento 6ésseo (OFTADEH et
al., 2015). Dentro desse processo se destacam as células especializadas, como 0s

osteoblastos, ostedcitos e osteoclastos. Os osteoblastos sdo derivados de células
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tronco mesenquimais e sdo responsaveis pela sintese e mineralizacdo do 0sso. Ja os
0s ostedcitos correspondem ao estagio final de diferenciacdo dos osteoblastos, e se
formam a partir do aprisionamento dos osteoblastos dentro da matriz 6ssea. Por fim,
0s osteoclastos participam do processo de desmineralizagdo do tecido. Eles sao
derivados de mondécitos ou macrofagos, os quais precisam se diferenciar em células
maduras e serem ativadas para exercer sua funcdo de reabsorcdo 0ssea (BAUM et
al., 2014). Eles possuem a funcao de regular o processo de remodelacdo. Estima-se
gue os adultos remodelem de 10-30% do osso por ano (HALADE et al.,, 2011;
TRZECIAKIEWICZ et al., 2009).

A manutencdo da homeostase durante o processo de remodelamento 6sseo €
realizada principalmente pelo sistema RANK/RANKL/OPG. O ligante do receptor do
ativador do fator nuclear Kappa B (RANKL), Proteina Transmembranosa tipo I,
membro da familia do fator de necrose tumoral (TNF), esta presente principalmente
na superficie dos osteoblastos, é considerado um marcador de desmineralizagdo, e a
osteoprotegerina (OPG) membro atipico da familia TNF, uma vez que funciona como
um receptor chamariz soltvel sem um dominio transmembrana — possui alta afinidade
com o RANKL — Bloqueia a diferenciacéo.Para iniciar esse processo € necessario a
presenca de uma célula pré-osteoclastica, a qual expressa em sua superficie o
receptor do ativador do fator nuclear kappa B (RANK) e o receptor para o fator
estimulador de colbénias de macréfagos (M-CSF). Essa diferenciacao € realizada por
meio da ativacdo de uma cascata de sinalizacdo que induzira o fator nuclear de células
T ativadas (NFATc1) nessas células para que ocorra a sua maturacéo em osteoclastos
(KOBAYASHI, 2009). Por outro lado, os osteoblastos sintetizam a OPG que podera
inibir essa diferenciagao por possuir alta afinidade ao RANKL, impedindo assim sua
ligagdo ao RANK (TAKEGAMI et al., 2017) (Figura 1). Além desse sistema, 0
hormonio da paratireoide (PTH) e a vitamina D s&o moléculas essenciais na regulacéao
e manutencdo do remodelamento 6sseo. Para contribuir com a homeostase da
calcemia, o PTH estimula a atividade dos osteoclastos e a reabsorcdo 0ssea, esse se
liga em seu receptor presente no osteoblasto, o0 que estimula a secrecdo do RANKL
e, consequentemente, libera calcio a circulagdo em um estado de hipocalcemia (PIRI
et al.,, 2016). Por outro lado, a vitamina D estimula a mineralizagdo 0ssea, onde
disponibiliza o principal substrato para esse processo, o calcio, por meio do aumento
de sua absorc¢é&o no intestino (HALL J. E. 2017).
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Figura 1: Sistema RANK/RANKL/OPG. A osteoclastogénese € regulada pelo sistema
RANK/RANKL/OPG, o ligante do receptor ativador Kappa B (RANKL) liberado pelo osteoblasto, se liga
ao receptor do ativador do fator nuclear kappa B (RANK) presente na superficie da célula pré-
osteoclastica, ocorrendo a diferenciagdo de osteoclastos. Esse sistema € bloqueado pela
osteoprotegerina (OPG) que se liga ao RANKL secretado pelo osteoblasto, regulando a diferenciacao

dos osteoclastos.

Doencas autoimunes e inflamatérias, podem interferir no processo de
remodelamento levando ao desenvolvimento de doencas Osseas. A osteopenia
consiste na diminuicdo da massa Ossea, ocorrendo uma desmineralizacdo e, sua
progressao leva a osteoporose. A caracteristica dessa condicdo € a presenca de
deterioracdo da microarquitetura do tecido 6sseo, 0 que aumenta o risco de fraturas
devido a fragilidade Ossea, principalmente no quadril, fémur, coluna vertebral,
antebraco distal e imero proximal (KANIS et al., 2012). Um dos fatores envolvidos
para sua progressao € a menopausa, pois a falta de estrogeno é responsavel pela
aumento da reabsorcao 0ssea, com elevacao do fator de necrose tumoral (TNF) e da
propor¢cdo do RANKL/OPG. Entéo, a diminuicdo hormonal presente nesse periodo da
vida eleva a desmineralizagéo e prejudica a mineralizagao, interferindo diretamente
na homeostase do tecido (ALMEIDA et al., 2017). Essa condi¢cdo também pode ser
evidenciada em modelos animais, os quais animais fémeas sdo ovariectomizados,
com o intuito de induzir a pés-menopausa, e apresentam uma diminuicdo da
densidade mineral 6ssea, caracteristica da osteoporose (HAYATULLINA et al., 2012).
Outro fator envolvido além da menopausa, € o envelhecimento, em que ha um
aumento da secrecdo de PTH e citocinas pré-inflamatérias, como a interleucina-6 (IL-
6), que favorecem a deplecdo Ossea, além do aumento de gordura medular
estimulando hiperplasia e diminuicdo da osteoblastogénese (CLARKE e SUNDEEP,
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2010). Ademais, osteoblastos e adipdocitos compartilham um progenitor em comum,
as células tronco mesenquimais, entdo o estimulo para o aumento de uma linhagem
pode reduzir a outra, o que infere no metabolismo 6sseo (CAO J. J. 2010).

As doencas inflamatérias também ocasionam uma piora nos parametros
0sseos, pois a inflamacdo gera um aumento na sintese de mediadores pro-
inflamatdrios, e estes por sua vez estimulam a acéo de células ésseas que realizam a
reabsorcdo Ossea, 0s osteoclastos. O aumento da expressdo de citocinas pro-
inflamatorias, como o TNF, interleucina-1 (IL-1) e a IL-6, regulam a osteoclastogénese,
gerando um aumento da expressdao de RANKL. Como dito anteriormente, essa
sinalizacdo ocasiona maior producéo de osteoclastos maduros, e consequentemente
maior reabsorcao 6ssea, levando a maior perda 6ssea (HALADE et al., 2011). Além
das citocinas inflamatorias, durante o processo de reabsorcdo 6ssea € liberada
elevadas quantidades de espécies reativas de oxigénio (ERO), sendo essas
moléculas também responsaveis por afetar negativamente o remodelamento 0sseo
(WAUQUIER et al., 2009). Assim, doencas cronicas, como a obesidade, apresentam
producdo anormal de mediadores pré-inflamatérias, o que pode contribuir diretamente
para o desequilibrio da homeostase 6ssea (CAO et al.,, 2009), sendo importante

aprofundar o conhecimento a respeito de seu impacto na saude éssea.

2.3 Obesidade

A obesidade é uma doenca de alta prevaléncia global. Em 2016,
aproximadamente 2,1 bilhdes de pessoas foram classificadas como obesas ou
sobrepeso, representando por volta de 30% da populacdo mundial (COSTA et al.,
2016). No mesmo ano, mais de 50% da populacdo apresentava excesso de peso no
Brasil. Em 2025, estima-se que cerca de 2,5 bilhGes de adultos estejam com excesso
de peso, e mais de 700 milhdes com obesidade (FAO 2020). Essa doenca complexa
pode ser resultante de diversos fatores, como psicoldgicos, comportamentais,
fisioldégicos, genético e por alteracdo do padréo alimentar (COSTA et al., 2016). O
atual perfil dietético é caracterizado por um aumento do consumo de produtos
industrializados, processados e ultraprocessados. Nesses produtos pode-se destacar
alta quantidade de carboidratos refinados, gorduras saturadas e trans, sddio, e pobre
em micronutrientes, pode ocasionar também caréncias nutricionais. Diversos estudos

tém demostrado que o elevado consumo desses alimentos pode aumentar o risco do
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desenvolvimento de doencas crbnicas ndo transmissiveis, incluindo doencas
cardiovasculares, diabetes mellitus tipo 2, entre outros, além dessas doencas pode
ocorrer também o desenvolvimento da sindrome metabdlica, 0 que pode aumentar o
risco de mortalidade (FEHRENDT et al., 2014). Além disso, 0 excesso de peso
desenvolve-se quando a energia ingerida é maior que energia gasta, gerando um
balanco energético positivo, com consequente aumento na adiposidade (LERNARD
et al., 2008; GHABEN; SCHERER, 2019).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), obesidade € definida como
um acumulo anormal ou excessivo de gordura que apresenta algum risco a saude
(WHO, 2016). Sua classificacao ocorre por meio do indice de massa corporal (IMC),
sendo que, quando o IMC é = 25 kg / m? é considerado sobrepeso, enquanto para a
obesidade é um IMC 2 30 kg / m? (OMS, 1998). O maior estoque de gordura do corpo
se encontra no tecido adiposo branco, sendo definido como visceral aquele
concentrado ao redor dos 6rgdos da cavidade abdominal, e subcutaneo aquele
localizado principalmente abaixo da derme (FRIGOLET et al., 2020). As células mais
abundantes no tecido adiposo sdo os adipdécitos, porém contém também pré-
adipécitos, células endoteliais, fibroblastos e células imunoldgicas (FREITAS et al.,
2014).

A expansao dos adipoécitos na obesidade pode ocorrer por meio da hipertrofia,
gue consiste no aumento do volume celular, e/ou hiperplasia, por um aumento do
namero de células (EDWARDS et al., 1993). A expansdo pela hipertrofia € mais
prejudicial, pois gera uma diminuicdo da vascularizacdo do tecido, podendo causar
hipoxia celular, e aumento da secrecdo de mediadores pré-inflamatoérios, o que leva a
uma inflamacé&o cronica de baixa intensidade (ENGIN, 2017). A producdo anormal de
citocinas, como o TNF, IL-6 e interleucina- 1B (IL-1B), ocorre principalmente pelos
macrofagos (M2) (TILG; MOSCHEN, 2006). Embora os macrofagos do tecido adiposo
serem a principal fonte de TNF, os adipocitos contribuem com quase um terco da
concentracdo de IL-6 na circulacdo de pacientes obesos (SUN et al. 2011). Além
disso, a quimiocina CCL2, produzida por adipdcitos, contribui para a infiltracdo de
macrofagos no tecido adiposo (ENGIN, 2017). Outras citocinas, como a leptina, € uma
das mais abundantes produzidas por adipécitos, que além de pro-inflamatoria, reflete
diretamente o conteldo de massa adiposa, estando aumentada na obesidade (TILG

et al., 2006). De forma concomitante, ha uma reducao na producao de citocinas anti-
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inflamatérias, como adiponectina, que também ¢é sensibilizadora de insulina,
ocasionando uma menor captacdo de glicose nos adipdcitos, com consequente

desenvolvimento da resisténcia a insulina (SUN et al., 2011) (Figura 2).
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Figura 2: Hipertrofia do tecido adiposo e producdo das citocinas pré-inflamatérias. A
expanséo do tecido adiposo durante o ganho de peso na obesidade leva a uma diminuicdo de
sua vascularizacao, podendo ocasionar a hipdxia tecidual. Além disso, ocorre o recrutamento de
macréfagos por meio da producdo da quimiocina CCL2. Citocinas pré-inflamatérias aumentam,
como o fator de necrose tumoral (TNF), interleucina-6 (IL-6), IL-1 e leptina, enquanto a adipocina
anti-inflamatoéria se reduz como, a adiponectina. A alteracéo no perfil de secre¢do de moléculas
inflamatorias decorrente da obesidade pode contribuir com o desenvolvimento da resisténcia a

A resisténcia a insulina pode ser desencadeada a partir do aumento de
citocinas pro-inflamatérias, como TNF e a IL-6, por estimular lipélise nos adipdécitos,
favorecendo a liberacdo de acidos graxos livres (SUN et al., 2011). Além disso, a
fosforilacdo errdbnea do substrato do receptor de insulina (IRS), em serina ao invés de
tirosina, prejudica a funcionalidade do receptor de insulina e, consequentemente, a
sinalizacdo da insulina, levando a hiperglicemia e hiperinsulinemia (SANTOLERI D.;
TICHENELL P.M. 2019). Outro fator contribuidor € o balanco energético positivo
gerado pelo consumo excessivo de alimentos, que estimula a secre¢do continua de
insulina no periodo pés-prandial, levando a uma endocitose dos receptores proteicos
tirosina quinase, resultando em hiperinsulinemia (GORDEN et al., 1989). Estudos com
camundongos que receberam dieta HC (OLIVEIRA et al., 2013; OLIVEIRA et al.,
2015) ou dieta HF (PORET et al., 2018) demonstraram que esses animais
desenvolveram resisténcia a insulina e um aumento da secrecao de citocinas pro-

inflamatérias decorrente do aumento da adiposidade visceral, com consequente
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esteatose hepatica. Assim, € descrito que a resisténcia a insulina causada pelo
consumo desse tipo de dieta favorece ndo somente o acumulo de gordura no tecido
adiposo, mas também em oOrgdos periféricos, como o figado, associado as
dislipidemias (TILG; MOSCHEN, 2008). Apesar de 6rgdos como o tecido adiposo e
outros 6rgaos metabolicos, como o figado e musculo, serem bastante associados com
a obesidade (PERDERSEN et al., 2012; CHEPO M.P. 2017), outros tecidos podem
também ser influenciados por essa doenca, a exemplo 0s 0ssos, e seu efeito esta
principalmente correlacionado ao desenvolvimento e/ou progressdo de doencas
0sseas (SHAPSES et al., 2012).

2.4 Obesidade e perda 6ssea

A relacao entre obesidade e a perda 6ssea vem sendo estudada nos ultimos
anos, porém ela ainda nao é totalmente elucidada. Antigamente a obesidade era vista
como benéfica para 0 0sso0, pois 0 aumento da carga mecéanica estimularia a formacao
O0ssea diminuindo a apoptose e aumentando a proliferacdo e diferenciagcdo dos
osteoblastos e dos ostedcitos. Assim, impediria a perda 6ssea, protegendo 0 0SSO
contra fraturas e consequentemente, reduzindo a evolucdo dos quadros de
osteoporose (ROBLING et al., 2006). Porém, estudos recentes demostraram que o
aumento da massa gorda nao € benéfico para o osso (HSU et al., 2006; LAU et al.,
2010; FERESIN et al.,, 2014), sendo que duas hipdteses principais propdem
mecanismos para explicar a complexa relacdo entre gordura e massa Ossea. A
primeira hipétese € que a obesidade diminui a osteoblastogénese enquanto aumenta
a adipogénese, pois os adipocitos e os osteoblastos derivam de uma mesma célula
progenitora, a célula tronco mesenquimal. Assim, com o aumento da massa gorda
ocorre maior diferenciagdo em adipdécitos, estes por sua vez estimulam a ativacéo
positiva do receptor ativado por proliferador de peroxissomo gama (PPARYy), que
guando em excesso diminuiu a diferenciacdo dos osteoblastos, gerando uma
diminuicdo da formagéo 6ssea com consequente reducéo da densidade mineral 6ssea
(CAO J.J. 2011) (Figura 3). A segunda hipétese, como ja foi descrito, é pelo fato de a
obesidade por ser uma doenca inflamatoria crénica de baixa intensidade, onde
citocinas pro-inflamatoérias estdo aumentadas. Essas citocinas s@o capazes de
estimular a atividade dos osteoclastos através da regulacdo do sistema RANK /

RANKL / OPG, o que induz maior desmineralizagdo, torna os 0ssos mais fracos e
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susceptiveis a fraturas (LOPEZ-GOMEZ et al., 2016). Esses mecanismos contribuem
para reforcar o que tem sido demonstrado nos ultimos anos em que obesidade
também é responsavel por aumentar o risco de doencas 6sseas devido a maior perda
0ssea e isso € demostrado em estudos observacionais, clinicos e experimentais.

Pré-
osteoblasto
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Formacéao 6ssea

x

1 PPAR
Célula tronco ¥ Actimulo de
mesenquimal gordura

Pré-adipocito Adipdcito

Figura 3: Diferenciagdo celular de osteoblastos e adip6citos. O acumulo de gordura esta
intimamente relacionado a formacédo 6ssea. Os osteoblastos e os adipécitos sédo derivados da célula
tronco mesenquimal multipotente. Assim, com o aumento do ganho de peso na obesidade ocorre uma
diferenciacéo maior dessas células em adipdcitos, estes aumentam a expresséo de PPARYy, que inibe

a diferenciacédo dos osteoblastos.

Estudo de coorte avaliou fraturas 0sseas em mulheres obesas na pos-
menopausa. Foi observada uma correlagdo positiva entre o IMC e fraturas 6sseas, em
gue a maior parte das pacientes apresentaram osteoporose ao longo do estudo
(PREMAOR et al., 2010). Um estudo experimental investigou o efeito do consumo de
dieta HC no osso alveolar e fémur de camundongos. Foi encontrado aumento da
adiposidade e inflamagé&o no tecido adiposo associada a perda 6ssea e aumento da
relacdo RANKL/OPG (MONTALVANY-ANTONUCCI et al., 2017). Estudos com dieta
HF também mostram prejuizos na densidade mineral éssea (BMD) e qualidade do
0sso. Camundongos alimentados com dieta HF por 14 semanas apresentaram maior
concentragdo sérica de fosfatase &cida resistente ao tartarato (TRAP) e leptina, mas
menores de osteocalcina, indicando maior diferenciacdo dos osteoclastos e
reabsorcao 6ssea, com consequente impacto negativo na estrutura 6ssea (CAO et al.,
2010). Outro estudo com camundongos em crescimento, alimentados com dieta HF
durante 13 semanas, foi encontrado aumento do TRAP, com maior diferenciacao de
osteoclastos e aumento da reabsorcdo Ossea relacionada a maior expressao de

citocinas pro-inflamatorias no tecido adiposo (CAO et al., 2017). Ainda, o aumento da
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expressao dos genes inflamatoérios foi associado a menor BMD, percentual volume
0sseo / volume de tecido (BV/TV), espessura das trabéculas (Tbh.Th), nimero de
trabéculas (Th.N) e maior separacao das trabéculas (Th.Sp) na maxila, e menor BMD
e maior Th.Sp no fémur de camundongos alimentados com dieta HF por 12 semanas
(MONTALVANY-ANTONUCCI et al., 2018). Devido esses dados, torna-se
interessante buscar tratamentos alternativos que visem tratar a perda Ossea
proveniente da obesidade, sendo que nos ultimos anos os alimentos funcionais vém
ganhando destaque nesses tratamentos, devido as propriedades benéficas que

proporcionam ao organismo.

2.50leo de Coco: relacdo com a obesidade e o tecido 6sseo

O dleo de coco € um 6leo comestivel tradicional que é extraido do endosperma
branco (carroco) de cocos maduros colhidos do coqueiro (Cocos nucifera L) (CHEN
E.; ELEVITCH C. R. 2006). Existem dois principais tipos de 6leo de coco, o 6leo de
copra (OC) e 6leo de coco virgem (OCV). Eles possuem perfis semelhantes em
relacdo aos acidos graxos, o que os difere € no modo de extracdo. O OC é produzido
pela trituracdo dos carrocos do cocos secos para extrair o 6leo, que normalmente é
refinado, branqueado e desodorizado. Ja o OCV é feito pressionando o caroco de
coco umido ralado para obter o 6leo e o leite de coco, que formam uma emulséo que
sera separada, porém nao € utilizado calor nem processo de refino (MARINA et al.,
2009). Além disso, o OCV contém guantidades mais elevadas de alguns nutrientes,
como a vitamina E, e compostos bioativos da dieta, como os polifenois (WALLACE,
2018). Por causa de sua composi¢do, o OCV é considerado um alimento funcional,
pois é rico em &cidos graxos de cadeia média (AGCM), principalmente o acido laurico
(C12:0), o que Ihe confere boa digestibilidade (MARINA et al., 2009). Os AGCM sao
absorvidos diretamente para a circulacao portal, sendo ligados a albumina em direcéo
ao figado ou, em menor quantidade, transportados via quilomicrons para o sistema
linfatico, permitindo sua absorcéo por tecidos extra-hepaticos, como o tecido adiposo
(ST-ONGE et al. 2002). Ademais, eles possuem uma alta taxa de oxidacdo, e uma
rapida metabolizacdo, contribuindo com o aumento do gasto energético, maior
saciedade e menor deposicédo de gordura no tecido adiposo, o que facilita o controle
do peso corporal (BABA et al., 1982).
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A maior saciedade provinda pelo 6leo de coco esta correlacionada com a
estimulacdo dos hormdnios colecitocinina, peptideo YY, peptideo inibidor gastrico,
neurotensina e polipeptideo pancreatico, porém 0s mecanismos exatos ainda nao
foram estabelecidos (ST-ONGE et al., 2002). Estudo realizado em homens com
sobrepeso avaliou o impacto do consumo dos AGCM no apetite. Ao final do estudo
constatou-se uma reducao do apetite com aumento do peptideo YY e de leptina, e
menores concentracdes de triglicerideos e glicose no sangue (ST-ONGE et al., 2014).
Outro estudo com camundongos alimentados com uma dieta HF, enriquecida com
AGCM, demonstrou que a suplementacdo com AGCM aumentou a taxa metabdlica
de repouso e termogénese, resultando em menor peso corporal (BABA et al., 1982).
O fato de o 6leo de coco também ser composto por vitaminas e compostos bioativos
o descreve por ter acdo antioxidante, propriedades antimutagénicas, antiproliferativas,
anticarcinogénicas, e contribuir para menor peroxidagao lipidica (ZAKARIA et al.,
2010). Estudo realizado com ratos machos suplementados com OCV por 45 dias
mostrou aumento nas concentracdes de enzimas antioxidantes, e prevencdo da
peroxidacao de lipidios, o que comprova seus efeitos antioxidantes (NEVIN K. G.;
RAJAMOHAN T. 2006). Outro estudo realizado com ratos fémeas ovariectomizados
avaliou o efeito do OCV na peroxidacao lipidica no osso, sendo ele que evitou a
peroxidacao lipidica e aumentou as enzimas antioxidantes nos ratos com osteoporose
(ABUJAZIA et al., 2012). No geral, evidéncias cientificas relatam os efeitos benéficos
do 6leo de coco na prevencao e no tratamento do Alzheimer (FERNANDO et al.,
2015), na modulagéo do sistema imunoldgico (EYRES et al., 2016), na reducédo de
fatores de risco de doencas cardiovasculares (HILMA et al.,, 2019), nas caries
dentarias (PEEDIKAYIL et al., 2015), no controle glicEmico e diabetes tipo 2
(DJURASEVIC et al.,, 2018), na saude da pele, auxiliando na dermatite atdpica
(VERALLO-ROWELL et al., 2008), na obesidade (ZICKER et al., 2018) e na perda
O0ssea (HAYATULLINA et al., 2012).

O efeito do OCV na obesidade tem sido amplamente estudado nos udltimos
anos. Estudo realizado em mulheres obesas consumindo 6leo de soja ou OCV
mostrou reducéo no IMC em ambos 0s grupos, mas apenas o grupo OCV apresentou
reducdo na circunferéncia da cintura. Além disso, somente o grupo que recebeu dleo
de soja apresentou dislipidemia (ASSUNCAO et al., 2009). Por outro lado, estudo

realizado em mulheres obesas consumiram de forma aguda o OCV n&o mostraram
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melhorias metabdlicas, porém houve aumento da resposta de saciedade (VALENTE
et al., 2018). Ademais, em modelo experimental, nosso grupo de pesquisa avaliou o
efeito do OCV na adiposidade, disfun¢cdes metabdlicas e inflamatérias induzidas por
uma dieta HC em camundongos. Os animais tratados com OCV apresentaram
diminuicdo da area de adipdcitos, melhoria nas alteracfes metabdlicas, e resposta
inflamatéria no tecido adiposo (ZICKER et al., 2018). De forma bem contrastante, um
estudo com ratos alimentados com dieta HF e tratados com OCV, durante 12
semanas demonstrou que a suplementacdo de OCV por mais 30 dias piorou as
alteracdes metabdlicas, com um aumento da hipertrofia dos adipécitos e um acumulo
de lipidios hepaticos quando comparados com 0 grupo que recebeu apenas a dieta
HF (STROHER et al., 2019). Dessa forma, mais estudos ainda s&o necessarios para
determinar o efeito do 6leo de coco em diferentes condicbes de desenvolvimento da
obesidade, principalmente aquelas advindas de dietas, por ser uma das causas mais

comuns para o seu agravamento.

A avaliacdo do efeito do 6leo de coco nas doencas Osseas ainda € bastante
escassa na literatura. Até o momento, somente um estudo avaliou os efeitos do OCV
na microarquitetura 6ssea em modelo de ratos ovariectomizados, ou seja, com
osteoporose. De forma interessante, foi observada uma melhora nos parametros
0sseos, como fracdo do volume Osseo e numero de trabéculas no grupo
ovarectomizado tratado com o 6leo de coco (HAYATULLINA et al., 2012). Apesar
dessa evidéncia de possivel beneficio do tratamento do OCV no tecido 6sseo, ainda
sdo0 necessarios mais estudos a respeito para determinar de forma mais concreta seus

efeitos em diferentes contextos de perda 6ssea.
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3. OBJETIVOS
3.10bjetivo Geral

Avaliar o efeito da suplementacao dietética com 6leo de coco como tratamento

na perda 6ssea induzida por dieta rica em gordura em camundongos.
3.20bjetivos Especificos

- Avaliar o efeito do tratamento com 6leo de coco no remodelamento 6sseo de

camundongos obesos;

- Verificar se o tratamento com 6leo de coco reverte a perda 6ssea dos animais

obesos;
- Avaliar se a adiposidade € alterada pelo tratamento com 6leo de coco;

- Determinar se as alteracbes metabdlicas, presente em animais obesos, &

alterada pelo tratamento com 6leo de coco.
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4. METODOS

4.1 Delineamento Experimental

Este projeto foi aprovado pelo Comissdo de Etica no uso de Animais da
Universidade Federal de Minas Gerais (CEUA/UFMG) com o numero de protocolo
305/2017. Foram utilizados camundongos C57BL/6 machos com 8 semanas de idade
(n=38). Os animais foram divididos inicialmente em dois grupos experimentais, (i)
camundongos alimentados com dieta AIN-93M (controle) e (i) camundongos
alimentados com dieta rica em gordura 45% (HF). A composi¢céo de macronutrientes
da dieta controle AIN-93M (3,80 kcal/g) apresentava 76% de carboidratos, 9% de
gordura e 15% de proteina; e HF (4,81 kcal/g) com 36% de carboidratos, + 44% de
gordura e 20% de proteina. Os ingredientes dessas dietas podem ser observados na
Tabela 1. Apos 8 semanas, os camundongos foram tratados com 0leo de coco,
durante 4 semanas. Para isso, o grupo HF foi redistribuido em quatro grupos, sendo
trés tratados com (iii) dose baixa (DBOC) (1000mg/kg), (iv) média (DMOC)
(3000mg/kg) ou (v) alta (DAOC) (9000mg/kg) de 6leo de coco, conforme delineamento

experimental (Figura 4).

Tabela 1: Ingredientes da dieta AIN-93M e dieta rica em gordura saturada 45% (HF).

Composicao g/Kg
Dieta AIN-93M Dieta HF 45%

Amido de milho 465,69 253,00
Caseina 140,00 241,00
Maltodextrina 155,00 -
Sacarose 100,00 -
Oleo de soja 40,00 60,00
Fibra (celulose microfina) 50,00 60,00
Mistura de minerais 35,00 42,00
Mistura de vitaminas 10,00 12,00
Bitartarato de colina 2,50 2,00
Tetrabutil-hidroquinona 0,008 0,04
Groselha - 181,00
Banha - 145,00
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Uma amostra de OCV organico do municipio de Conde, Bahia (Brasil), foi
identificada e devidamente armazenada sob refrigeracéo (4-10°C) e protegida da luz.
O perfil de acidos graxos do OCV foi: 6,01% de acido caprilico, 6,48% de acido
caprico, 48,08% de &cido laurico, 17,72% de acido miristico, 7,97% de acido palmitico,
6,94% de acido estearico, 0,85% de &acido oleico e 1,16% de &cido linoleico.

Os camundongos foram mantidos no Biotério da Faculdade de Farméacia
(UFMG) sob o ciclo de claro e escuro 12h/12h. Todos os animais receberam a dieta
respectiva e agua ad libitum. Durante todo o periodo experimental os animais foram
pesados uma vez por semana € 0 consumo da dieta mensurado duas vezes por
semana. Na décima primeira semana os animais foram submetidos ao teste de
tolerancia oral a glicose (TTOG). Na décima segunda semana ocorreu a eutanasia por
meio de sangria ap0s anestesia geral com uma solucdo de quetamina (10mg/kg) e
xilasina (80mg/kg), sendo que previamente os animais ficaram sobre um periodo de
jejum de 6 horas. Foram coletados o sangue para a obtencéo do soro; fémur e maxila,
e os tecidos adiposos, epididimal (TAE), mesentérico (TAM), retroperitonial (TAR) e
inguinal (TAI), que foram pesados. Amostras foram armazenadas em freezer -80°C,
porcdes do TAE foram armazenadas em solucdo de formol 4% para analises
histologicas, e as amostras do fémur e maxila foram armazenadas em formol 4% para

andlise de microtomografia computadorizada.

1° 120

semana Semana
Camundongos |:> 8° Semana
Machos C57 Inducio d Tratamento
Total = 38 — /nducao da com o Oleo de
C (n=7) | Obesidade- Dieta HF Eutanasia
AIN- 93M 45% Coco
C (n=7
HF (n=31) )

HF=7

DAOC: HF + OC 9000 mg/Kg (n=8)

Figura 4. Delineamento Experimental.
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4.2 AvaliagOes sorolbgicas

No soro foram quantificados colesterol total, triglicérides e glicose jejum por kit
enzimatico (Bioclin, Belo Horizonte, MG). A quantificacdo de adipocina sérica, por sua
vez, foi determinada pelo ensaio imunoenziméatico ELISA (Enzyme Linked
ImmuneSorbent Assay) para a leptina, assim como as concentra¢des do ligante do
receptor ativador kappa-B (RANKL) e osteoprotegerina (OPG), segundo as instrucdes

do fabricante (R&D System, Inc., Minneapolis, USA).

4.3 Microtomografia computadorizada (Micro-Ct)

As amostras de fémur e maxila fixadas em formalina tamponada (4%) foram
escaniadas utilizando um Micro-CT, alinhadas com o eixo vertical do scanner
(Microtomografia Skyscan 1172 X-Ray; Skyscan, Aartselaar, Bélgica). A calibracao foi
realizada com phantoms de hidroxiapatita de célcio de densidade conhecida
especificas para camundongos.

Para o alinhamento do fémur e da maxila foi utilizado o software Datawier
(Bruker, Kontich, Belgium) e para as analises morfologicas do osso trabecular e
cortical o programa utilizado foi o software CTAnalyzer (Bruker, Kontich, Belgium). As
maxilas foram alinhadas seguindo a linha média do palato, observando o plano
oclusal, de forma que o ultimo molar fosse visto. Para as anélises foram padronizados
como area de interesse a area da furca, que compreende a area entre as trés raizes
do ultimo molar, a partir de 20 cortes. Para o fémur, o alinhamento foi realizado de
forma longitudinal, na regido proximal do fémur, sendo considerados 150 cortes a
partir do disco epifisario. O tecido foi analisado para determinar a densidade mineral
O0ssea (BMD), percentual volume o6sseo / volume de tecido (BV/TV), espessura
trabecular (Th.Th), numero de trabéculas (Th.N), separacdo trabecular (Tb.Sp) e
indice de modelo de estrutura (SMI). Também foi analisada a regido cortical, em que
foi avaliado o volume 6sseo / volume do tecido (BV/TV) e a espessura transversal
(Ct.Th), sendo considerados 280 cortes abaixo do disco epifisario e depois mais 100

cortes.
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4.4 Teste de tolerancia oral a glicose (TTOG)

O TTOG foi realizado na décima primeira semana. Para tal, os animais foram
submetidos ao jejum de 6 horas e receberam, por gavagem, D-glicose na dose de
0,29/100g de peso corporal.

A concentracéo de glicose foi mensurada nos tempos 0, 15, 30, 60 e 90 minutos
apos gavagem. O sangue foi obtido por meio de um corte na cauda dos animais e
avaliado pelo glicosimetro Accue-Check (Roche Diagnostics Corp., Indianapolis,
Indiana, USA).

4.5 Anédlise histolégica do tecido adiposo epididimal

O tecido adiposo epididimal foi fixado em formaldeido 4% em tampéao fosfato
0,1M, pH 7,4, por um periodo de 24 horas. Em seguida, procederam-se etapas de
desidratacdo em série crescente de alcoois (70°, 85°, 90°, 95°, 100°), diafanizagéo
com xilol, e ainclusdo em parafina. Foram obtidas, no micrétomo, secc¢des histologicas
de 5um de espessura. As seccbes foram colocadas em laminas e coradas com
hematoxilina, contrastada com eosina, para serem avaliadas por microscopia de luz.

As laminas foram fotografadas em microscopio com auxilio de camera Zeiss®
(Carl Zeiss GmbH, Jena, Alemanha) e software Zeiss Zen (Carl Zeiss GmbH, Jena,
Alemanha). Para determinacéo da area de adipdcitos foi utilizado o programa ImageJ
(National Institutes of Health, Bethesca, Maryland, USA) no qual foram determinadas
a area de todos os adipdcitos presentes em 5 imagens (100x) para cada animal.

4.6 Andlise estatistica

ApoOs ser realizado o teste de normalidade, Kolmogorof-Smirnoff e verificado
gue as amostras apresentam distribuicdo Gaussiana, as comparacdes estatisticas
entre os varios grupos foram realizadas por one-way ANOVA seguido de pés-teste
Newman- Keuls (5 grupos) ou Dunnett (3 grupos). Para o ganho de peso e TTOG foi
utilizado two-way ANOVA, seguido de pos-teste Bonferroni. Os resultados foram
apresentados como média + erro padrdo da média. O nivel de significancia adotado
foi de P<0,05. Para a realiza¢gdo de todas as analises foi utilizado o software GraphPad
PRISM, (GraphPad software Inc., San Diego, CA, USA).
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5. RESULTADOS

5.1 Consumo alimentar e ganho de peso

O consumo dietético durante o periodo avaliado ndo alterou entre 0s grupos
(Figura 5A). Apesar do ganho de peso ao longo do periodo experimental néo
demonstrar diferencas significativas entre os grupos (Figura 5B), o peso final do grupo
que recebeu a dieta HF foi maior quando comparado com o grupo controle, mas sem
diferenca para aqueles tratados com as DBOC, DMOC e DAOC em relagdo ao grupo
HF (Figura 5C).
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Figura 5. Consumo alimentar e evolu¢cdo do ganho de peso. (A) Consumo dietético, (B) ganho de
peso e (C) peso final de camundongos alimentados com dieta controle ou dieta rica em gordura (HF)
por 12 semanas e tratados com doses baixa (DBOC), média (DMOC) e alta (DAOC) de 6leo de coco
nas dltimas 4 semanas. As barras representam os valores médios * erro padrdo da média (n=7-8).
*diferenca estatistica HF vs. Controle, one-way ANOVA, pés teste Newman-Keuls, P<0,05.
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5.2 Regulacéo do remodelamento 6sseo por RANKL e OPG

Para os marcadores de remodelamento 6sseo, ndo houve alteracéo
significativa nas concentracdes de RANKL e OPG entre os grupos (Figura 6A e 6B).
Porém, ao analisar a relacdo do RANKL / OPG, apesar de ndo ser observada
diferenca entre o grupo controle e o HF, pode-se observar que a DMOC apresentou
maior potencial para inibir a desmineralizacdo 6ssea (P = 0,077), ao ser comparada
com os animais alimentados com dieta HF né&o tratados (Figura 6C). Por esse motivo,

0 grupo que recebeu a dose média foi definido para serem feitas as avaliacdes 6sseas

por micro-Ct.
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Figura 6. Andlises de remodelamento 6sseo. Avaliagdo soroldgica de (A) RANKL, (B) OPG e (C)
relacdo RANKL/OPG de camundongos alimentados com dieta controle ou rica em gordura (HF) por 12
semanas, e alimentados com dieta HF tratados com dose baixa (DBOC), média (DMOC) e alta (DAOC)
de 6leo de coco nas ultimas 4 semanas. As barras representam valores médios + erro padréo da média
(n=7-8). One-way ANOVA, pos teste Newman-Keuls, P<0,05.
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5.3 Microtomografia computadorizada (Micro-Ct)

Nas imagens tridimensionais da maxila é possivel observar que o grupo que
recebeu dieta HF apresentou maior perda 6ssea quando comparado com O grupo
controle. O grupo tratado com a DMOC néo reverteu a perda 6ssea induzida pela dieta
HF (Figura 7A). Para os dados quantitativos, o grupo HF apresentou reducao na BMD
(Figura 7B), no BV/TV (Figura 7C), no SMI (FIGURA 7D e na Tb.Th (FIGURA 7E). Por
outro lado, ocorreu aumento do numero Th.N (FIGURA 7F) e da Th.Sp (FIGURA 7G).
Porém, o tratamento com DMOC n&o modificou o perfil de alteracdes e ainda mostrou-
se pior por ter diminuido a BV/TV (FIGURA 7C) e aumentado a Th.Sp (FIGURA 7G).
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Figura 7. Andlise de microtomografia computadorizada da maxila. (A) Imagens representativas da
maxila e andlise da (B) densidade mineral 6ssea (BMD), (C) percentual volume 6sseo/volume do tecido
(BVITV), (D) indice de modelo da estrutura (SMI), (E) espessura de trabéculas (Th.Th), (F) nimero de
trabéculas (Th.N) e (G) separacao entre as trabéculas (Th.Sp) de camundongos alimentados com dieta
controle ou dieta rica em gordura (HF) por 12 semanas e tratados com dose média (DMOC) de 6leo de
coco nas ultimas 4 semanas. As barras representam valores médios + erro padrao da média (n=7-8).
Diferenca estatistica representada por *HF vs. Controle e #HF vs. DMOC, one-way ANOVA, pos teste
Dunnett, P<0,05.
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As imagens representativas do fémur demonstra um menor numero de
trabéculas nos camundongos alimentados com dieta HF, ndo sendo alterado apés o
tratamento com o 6leo de coco (Figura 8A). Os animais alimentados com dieta HF
apresentaram menor BMD (Figura 8B), BV/TV (Figura 8C), Tb.Th (Figura 8D), e Tb.N
(Figura 8E), e um aumento do SMI (Figura 8D) quando comparado com O grupo
controle. Contudo, os animais tratados com a DMOC nao demonstraram diferenca em
relacdo ao grupo HF em nenhuma das analises realizadas (Figura 8 A-F). Nao houve
diferenca no parametro Th.Sp entre os grupos avaliados (Figura 8G). Na regido
cortical do fémur foram encontrados menor BV/TV e Ct.Th e quando tratados com a

DMOC, nao foi observado melhora desses parametros (Figura 8H-I).
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Figura 8. Analise de microtomografia computadorizada do fémur. (A) Imagens representativas do
fémur e analise da (B) densidade mineral 6ssea (BMD), (C) percentual volume ésseo/volume do tecido
(BVITV), (D) indice de modelo da estrutura (SMI), (E) espessura de trabéculas (Tb.Th), (F) nimero de
trabéculas (Tb.N), e (G) separacdo entre as trabéculas (Th.Sp). Na regido cortical, (H) percentual
volume 6sseo/volume do tecido (BV/TV) e (l) espessura transversal. Camundongos alimentados com
dieta controle ou dieta rica em gordura (HF) por 12 semanas e tratados com dose média (DMOC) do
Oleo de coco nas Ultimas 4 semanas. As barras representam valores médios + erro padrao da média
(n=7-8). Diferenca estatistica representada por *HF vs. Controle, one-way ANOVA, pds teste Dunnett,
P<0,05.
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5.4 Analise da adiposidade

O animais alimentados com dieta HF apresentaram aumento de adiposidade
em relacdo ao grupo controle, representado pelo aumento do peso dos tecidos
adiposos epididimal (Figura 9A), retroperitoneal (Figura 9B), mesentérico (Figura 9C)
e inguinal (Figura 9D). N&o foi observada diferenca na massa desses tecidos adiposos
nos grupos tratados com as doses de OCV em relacdo aos animais alimentados

somente com dieta HF (Figura 9A-D).
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Figura 9. Andlise da adiposidade. Peso dos tecidos adiposos (A) epididimal (TAE), (B) retroperitoneal
(TAR), (C) mesentérico (TAM) e (D) inguinal (TAI) de camundongos alimentados com dieta controle ou
dieta rica em gordura (HF) por 12 semanas e tratados com dose baixa (DBOC), média (DMOC) e alta
(DAOC) de o6leo de coco nas Ultimas 4 semanas. As barras representam os valores médios + erro
padrdo da média (n=7-8). *diferenca estatistica HF vs. Controle, one-way ANOVA, pés teste Newman-
Keuls, P<0,05.
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5.5 Area de adipécitos

Foi observado aumento da area de adipdcitos nos animais do grupo HF em
relacdo ao grupo controle, indicativo de hipertrofia, no tecido adiposo epididimal
(Figura 10A). Apesar das doses baixa e média ndo apresentarem diferenca na area
de adipdcitos em relagédo ao grupo HF, o tratamento com dose alta demonstrou maior
hipertrofia dos adipdcitos em relacdo aos camundongos alimentados com dieta HF

nao tratado (Figura 10B).
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Figura 10. Analise da area de adip6citos do tecido adiposo epididimal. (A) Fotos representativas
da morfologia do tecido adiposo epididimal e (B) area de adipécitos nesse tecido de camundongos
alimentados com dieta controle ou dieta rica em gordura (HF) por 12 semanas e tratados com doses
baixa (DBOC), média (DMOC) e alta (DAOC) de 6leo de coco nas ultimas 4 semanas. As barras
representam os valores médios + erro padrao da média (N=7-8). *diferenca estatistica HF vs. controle
ou #HF vs. DAOC, one-way ANOVA, po6s teste Newman-Keuls, P<0,05.
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5.6Leptina

A concentracdo da leptina é descrita por estar diretamente associada com a
guantidade de massa adiposa. O grupo HF apresentou aumento nas concentracdes
séricas de leptina quando comparado com o grupo controle. Contudo, os animais
tratados com diferentes doses de OCV ndo mostraram diferenga significativa em
relacdo ao grupo HF (Figura 11).
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Figura 11. Concentrac8es séricas de leptina. Dosagem soroldgica de leptina de camundongos
alimentados com dieta controle ou dieta rica em gordura (HF) por 12 semanas e tratados com doses
baixa (DBOC), média (DMOC) e alta (DAOC) de 6leo de coco nas Ultimas 4 semanas. As barras
representam valores médios + erro padrao da média (n= 7-8). Diferenca estatistica representada por
*HF vs. Controle, one-way ANOVA, pos teste Newman-Keuls, P<0,05.

Leptin (ng/mL)

37



5.7 Teste oral de tolerancia a glicose (TTOG) e sua area sob a curva

No TTOG, o grupo HF apresentou intolerancia a glicose em relacdo ao grupo
controle, porém nédo foram observadas diferencas entre o grupo HF e os tratados com
OCV (Figura 12A). Esse mesmo resultado pode ser evidenciado pelo gréafico da area
sob a curva em o grupo HF apresentou aumento em relagdo ao grupo controle, mas
sem diferenca nos grupos tratados com as diferentes doses de OCV quando
comparados com o grupo HF (Figural2B).
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Figura 12. (A) Teste de tolerancia oral a glicose e (B) sua &area sob a curva de camundongos
alimentados com dieta controle ou dieta rica em gordura (HF) por 12 semanas e tratados com doses
baixa (DBOC), média (DMOC) e alta (DAOC) de 6leo de coco nas ultimas 4 semanas. As barras
representam os valores médios + erro padrdo da média (n=7-8). *diferenca estatistica HF vs. Controle,
two-way ANOVA, pés teste Bonferroni para o TTOG, e one-way ANOVA, pés teste Newman-Keuls para
a 4rea sob a curva, P<0,05.
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5.8 Avaliacfes sorologicas

Para avaliar possiveis alteragbes metabdlicas sistémicas decorrentes do
consumo de dieta HF e dos tratamentos com OCV, alguns metabdlitos foram
avaliados no soro dos animais. Os camundongos alimentados com dieta HF n&o
tratados apresentaram hiperglicemia de jejum em comparacdo ao grupo controle, e
nao foram observadas diferencas significativas nos grupos tratados com as doses
graduais de OCV em comparagao ao grupo HF (Figura 13A).

Em relacéo ao perfil lipidico, os camundongos alimentados com dieta HF sem
tratamento apresentaram menor valor de triglicerideos (Figura 13B) e um aumento do
colesterol total (Figura 13C) em comparacdo ao grupo controle. Os animais tratados
com as doses de OCV nao exibiram alteracfes significativas nas concentragdes de
triglicerideos (Figura 13B) e de colesterol total (Figura 13C) comparados ao grupo HF

nao tratado.
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Figura 13. Dosagens sorolégicas de (A) glicose, (B) triglicérides e (C) colesterol total de camundongos
alimentados com dieta controle ou dieta rica em gordura (HF) por 12 semanas e tratados com doses
baixa (DBOC), média (DMOC) e alta (DAOC) de 6leo de coco nas Ultimas 4 semanas. As barras
representam valores médios + erro padrdo da média (n=7-8). Diferenca estatistica representada por
*HF vs. Controle, one-way ANOVA, pés teste Newman-Keuls, P<0,05.
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6. DISCUSSAO

A perda Ossea pode ser decorrente de diferentes etiologias, dentre elas a
obesidade. Estudos com humanos obesos e animais poés inducdo de obesidade por
dietas, demostraram que o desenvolvimento dessa doenca contribui para maior risco
de perda 6ssea (CAO et al., 2009; CAO et al., 2010; LAU et al., 2010; CAO J. J. 2011;
HEIJDEN et al., 2015; MONTALVANY-ANTONUCCI et al., 2017; MONTALVANY-
ANTONUCCI et al., 2018; TENCEROVA et al., 2018; ZICKER et al., 2018; MCCABE
et al., 2019). A investigacao de tratamentos alternativos, principalmente provindos de
alimentos, se torna interessante a fim de tentar reverter alteracdes na perda éssea e
da obesidade Nesse estudo foi avaliado o efeito do tratamento dietético com OCV na
obesidade induzida por dieta HF em camundongos. Conforme esperado, ocorreu uma
expansao do tecido adiposo associada a alteracdes metabdlicas, como intolerancia a
glicose, dislipidemia e hiperglicemia nos animais alimentados com dieta HF. Como
consequéncia, nesses animais obesos ocorreu prejuizo no tecido 6sseo do fémur e
maxila, com perda de volume e densidade mineral 6ssea. O tratamento com a DMOC
nao reverteu a deplecdo déssea. Além disso, foi observado no grupo tratado com
DMOC uma piora nos parametros 0sseos da maxila porém no fémur as alteracdes

foram iguais ao HF, sem melhora quando tratado.

O consumo de dieta HF por animais de forma cronica € considerado como um
modelo classico de obesidade na literatura (FUJITA et al., 2016). No geral, o consumo
dietético ndo demonstrou diferenca significativa no grupo HF em relagdo ao grupo
controle, mas apresentou maior peso final com consequente aumento de adiposidade,
conforme evidenciado em estudos na literatura (CAO et al., 2011;HEIJDEN et al.,
2017; DIAS et al., 2018; PORET et al., 2018). Além disso, esse modelo foi eficaz para
indugéo da perda 6ssea, como ja descrito em outros estudos de obesidade induzida
por dieta (LAU et al., 2010; DONG et al., 2016; CAO et al., 2017; MONTALVANY-
ANTONUCCI et al., 2018). A perda 0ssea pode ser evidenciada pela analises de duas
moléculas importantes na regulacéo celular do remodelamento ésseo, 0 RANKL e a
OPG, também através da microarquietura 6ssea, realizada pela micro-Ct. Os animais
alimentados com dieta HF ndo apresentaram alteragdo nas concentracdes séricas de
RANKL, um importante ativador de osteoclastos, nem de OPG, seu antagonista,
comparado ao grupo controle, o que contribuiu para a ndo alteracdo significativa da

relacdo RANKL/OPG. Da mesma forma, estudo de CAO et al. (2010) n&do demonstrou
40



alteracdo desses parametros sistémicos em animais alimentados com dieta HF, mas
ainda sim observou perda 0ssea significativa ao ser analisada a microarquitetura do
fémur. Neste estudo, o grupo tratado com a DMOC nédo apresentou diferenca
significativa, porém foi observada uma propenséo para menor relacdo RANKL/OPG,
nos servindo de escolha para a analise por micro-Ct, pois parece ser a dose com maior
potencial de influenciar a alteracdo da microarquitetura 6ssea. A menor relacao
RANKL/OPG, é indicativo de reducdo no processo de reabsorcdo 6ssea, com
consequente melhora na homeostase do remodelamento (BONET et al., 2019), sendo
gue, em modelos de obesidade induzida por dieta h4 um aumento na relagéo
RANKL/OPG (IYER et al., 2017 WANG et al., 2018; MONTALVANY-ANTONUCCI et
al., 2018). Contudo, € demonstrado que quando esses animais sdo tratados, ocorre
melhoria dessa relagéo, podendo ser observada menor desmineralizagao (JING et al.,
2013). Assim, um tratamento que reverta essa relacdo, RANKL/OPG pode ser

importante, visto que estaria auxiliando na melhoria de doencas 0sseas.

Como j& mencionado a perda 6ssea € um quadro frequente na obesidade, e
atinge mulheres e homens em diferentes faixas etarias (LEEUWEN et al., 2017,
SCOOTE et al., 2017; PREMAOR et al., 2020). A anélise da microarquitetura 0ssea
reflete a sua estrutura em relagéo a densidade e morfologia (BOUXSEIN et al., 2010).
A perda 6ssea é melhor identificada no osso alveolar entre as raizes alveolares da
maxila, e no fémur a area de maior impacto da perda 6ssea é a area da metéfise para
analise trabecular e diafise para analise cortical (POOLE et al., 2015; LOMBARDI et
al., 2018). No presente estudo, o grupo HF, como esperado, apresentou perda éssea,
a partir dos parametros 6sseos trabeculares e corticais avaliados, confirmando que a
dieta experimental ocasionou piora na morfologia 6ssea tanto do fémur quanto maxila.
Observado também em outros modelos experimentais de obesidade induzida por
dieta HC ou HF, apresentaram reducdo da BMD, do BV/TV, do Th.N, e aumento
daTb.Sp, caracteristicas de perda Ossea (CAO et al., 2017; MONTALVANY-
ANTONUCCI et al., 2018). Contudo, a maxila do grupo tratado com DMOC apresentou
uma piora nos parametros 0sseos para BV/TV e aumento da Th.Sp quando
comparados ao grupo HF, mas no fémur n&o foram encontradas diferencas
significativas entre esses grupos. De outra forma, estudo realizado com ratos fémeas
ovariectomizados quando tratados com o OCV durante 6 semanas melhorou a perda

Ossea, sendo este efeito sugerido devido a sua propriedade antioxidante
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(HAYATULLINA et al., 2012). Portanto, a partir dessa e outras evidéncias na literatura
sobre os beneficios do OCV, esperavamos uma melhora na perda 6ssea. Entédo, nos
hipotetizamos que alguns fatores poderiam ter contribuido para esse desfecho, como
a dieta utilizada no delineamento experimental, uma vez que a composi¢cdo da mesma
€ rica em gordura, as doses de 6leo de coco ndo foram suficientes pois, a ndo ocorreu
a melhoria dos parametros relacionados ao desenvolvimento da obesidade, e a
influencia da dieta HF em alterar a microbiota intestinal.

A gordura saturada é capaz de promover, de forma mais pronunciada a
obesidade por contribuir com maior deposicdo de gordura e dislipidemia. Neste
trabalho, foi utilizada a banha de porco, que apesar de conter majoritariamente acidos
graxos monoinsaturados, possui uma quantidade expressiva dos saturados (WHITE
et al., 2013). Em contraste, o OCV é composto principalmente pelo acido laurico, um
AGCM saturado, mas que ainda sim, em conjunto com seus outros componentes, tem
beneficios na modulacédo do sistema imunoldgico (EYRES et al., 2016), no controle
glicémico (DJURASEVIC et al.,, 2018) e tem potencial antioxidante (NEVIN K.G.;
RAJAMOHAN T. R., 2006). O efeito benéfico do AGCM pode ser evidenciado em um
estudo com camundongos alimentados com uma dieta HF ou enriquecida com AGCM,
o qual mostrou que os camundongos que receberam dieta com AGCM apresentaram
aumento da taxa metabdlica e termogénese da dieta, resultando em menor peso
corporal quando comparado com o grupo que recebeu dieta HF (BABA et al., 1982).
Esses dados indicam que apesar dos acidos graxos presentes na banha de porco
ocasionar aumento da adiposidade (SUN et al., 2011) relacionada com a perda 6ssea
(CAO et al., 2017), o potencial do &cido graxo presente no OCV poderia ter um outro
resultado como, a diminuicdo da adiposidade, sendo que esse resultado pode ser
observado em camundongos alimentados com dieta HC. Estudo anterior de nosso
grupo de pesquisa realizou 0 mesmo protocolo experimental, assim como utilizou as
mesmas concentracdes das doses de OCV do presente estudo, mas com dieta HC e
apresentou melhorias significativas dos parametros relacionados a obesidade
(ZICKER et al., 2018). Além disso, ao avaliar a influéncia do OCV na perda 0ssea
induzida por essa dieta, o0 seu uso foi associado a uma melhora significativa em todos
0s parametros 6sseos avaliados (dados nao publicados). Acredita-se que isso se deva
por trés motivos (i) as doses suplementadas de OCV podem ndo ter sido eficientes,

por ter algum prejuizo em sua digestdo, absorcdo ou metabolizacdo ocasionado pela
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dieta HF, ou (ii) por ser necessaria uma concentracdo maior para tratar a obesidade
desses camundongos que receberam a dieta HF, e obter o mesmo efeito observado
anteriormente com dieta HC (ZICKER et al., 2018) ou (iii) o 6leo de coco pode ser
maléfico quando associado a dieta HF. Portanto, mais estudos nessa direcdo ainda
Sa0 necessarios, pois o perfil de consumo de dietas de pacientes obesos é variavel, e
pelo que parece, poderia influenciar na resposta ao tratamento com OCV.

A obesidade € evidenciada pela analise da adiposidade em tecidos viscerais e
subcutaneos (ASSUNCAO et al., 2009). Nesse estudo pdde ser observado no grupo
HF aumento de adiposidade quando comparado com o grupo controle, porém sem
melhora quando tratados com as diferentes doses de OCV. Esse mesmo perfil de
resultado pode ser evidenciado na literatura em camundongos alimentados também
com dieta HF (HEIJDEN et al., 2015), contudo, quando os camundongos que
receberam a dieta HF foram tratamento com OCV ocorreu uma piorou na adiposidade
(STROHER et al., 2019). Em contrapartida, camundongos alimentados com dieta HC
tratados com OCV apresentaram melhora significativa na adiposidade com reducao
da hipertrofia de adipocitos (ZICKER et al., 2018). O consumo da dieta HF, ocasionou
hipertrofia dos adipdcitos do tecido adiposo epididimal, e quando tratados com a dose
baixa e média do OCV nao apresentaram diferenca significativa, porém, o tratamento
com a dose alta aumentou a hipertrofia dos adipécitos, assim este dado junto com a
piora de BV/TV e Th.Sp da maxila, pode-se observar que oleo de coco associado a
dieta HF sdo maléficos ao osso. Além disso, o tecido adiposo por ser metabolicamente
ativo, secreta adipocinas, que sdo citocinas que exercem func¢des autdcrinas ou
endocrinas (RENDINA-RUEDY e ROSEN, 2017). Dentre elas podemos destacar a
leptina, a qual seu aumento presente em modelos de obesidade induzida por dieta
(CAO et al.,, 2017; PORET et al.,, 2018), esta associado a maior ativacdo da
adipogénese, e como consequéncia ha menor osteoblastogénese em animais (YUE
et al., 2016). Nesse estudo, o grupo HF apresentou aumento das concentracdes de
leptina em relacdo ao controle, sem alteracdo com as diferentes doses de OCV,
indicando um potencial para contribuir com a perda 6ssea, 0 que pode ser confirmado
por meio dos parametros ésseos analisados pelo micro-Ct. De forma similar, o mesmo
resultado foi evidenciado em ratos com dieta HF e tratados com o OCV, onde
apresentaram um aumento da producdo de leptina (STROHER et al., 2019). Além

disso, a obesidade é uma doenca cuja sintese de mediadores inflamatérios esta
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aumentada (MONTALVANY-ANTONUCCI et al., 2018; ENGIN, 2017). Essas citocinas
pro-inflamatorias induzem atividade de osteoclastos por meio da maior diferenciacéao
de pré-osteoclastos em células maduras via RANKL (FENG et al., 2017). Assim, a
deplecdo 6ssea confirmada pela avaliacdo da microarquitetura do fémur e maxila em
animais obesos pode ser decorrente da inflamac&o no presente estudo, apesar de ndo
verificada. Como o OCV nao contribuiu para efeitos benéficos na obesidade e 0sso,
acredita-se que ndo houve reducéo da inflamacéo que se encontra presente nesse
modelo (MONTALVANY-ANTONUCCI et al., 2018). Entdo, ainda é interessante
realizar uma avaliacdo do efeito da inflamacao nesse estudo para determinar a sua
relacdo existente entre obesidade e perda 6ssea.

A expansédo da massa adiposa leva a uma alteracdo do metabolismo de glicose
gue pode ser evidenciado pelo TTOG e hiperglicemia no grupo HF. Esse mesmo
resultado pode ser evidenciado em estudo com camundongos alimentados com dieta
HF que apresentaram insensibilidade a insulina, hiperglicemia, além de maior acimulo
de gordura no figado (AVTANSKI et al., 2019). Porém, nos grupos tratados nao
apresentaram nem melhora e nem piora do quadro clinico. Em um estudo com
camundongos que receberam dieta HC e tratados com o OCV, 0s grupos que
receberam o tratamento apresentaram melhora do perfil metabdlico alterado (ZICKER
et al., 2018). Outro estudo desenvolvido com mulheres obesas suplementadas com
OCV no café da manha, ou seja, de forma aguda, ndo foram observadas alteracdes
metabdlicas deletérias, somente supressao do apetite (VALENTE et al., 2018). Entéo,
por esses e outros dados, acredita-se que o OCV seja benéfico para a obesidade e
complicacBes associadas, pois parece ser menos propenso a promover resisténcia a
insulina, inflamagao e armazenamento de gordura (DINICOLANTONIO J. J.; OKEEFE
J.H. 2017). Em contraste em um estudo com ratos que receberam dieta HF e tratados
com o OCV, o grupo gue recebeu a dose de OCV, apresentou aumento da glicose,
triglicerideos e colesterol total, quando comparados com o grupo HF (STROHER et
al.,, 2019). Ainda se encontra contraditorio na literatura uma associacdo entre
sindrome metabolica e osteoporose, pois diferentes fatores, como sexo, idade, raca,
hébitos alimentares, podem influenciar os resultados dos estudos. Contudo, é
sugerido que a sindrome metabdlica deva ser algo a se considerar de tratar para

prevencdo da osteoporose (WONG et al.,, 2016). Sugerimos que as alteragOes
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metabdlicas, ainda presente nos animais tratados com OCV, podem ter contribuido
com o impedimento da melhoria de sua perda 0ssea.

A dieta HF influencia também a permeabilidade intestinal (KIM et al., 2012),
gerando um aumento das bactérias inflamatérias (GHOSH et al., 2013), o que
contribui com alteragBes metabdlicas, bem como a inflamacgdo no tecido adiposo
(LECOMTE et al., 2015). Assim, a alteracao da microbiota intestinal € considerada um
fator para o desenvolvimento da obesidade. Na literatura, camundongos alimentados
com dieta HF, a base de banha de porco, desenvolveram inflamacao no tecido adiposo
relacionada a obesidade, enquanto aqueles animais alimentados com 6éleo de peixe
ndo apresentaram doenca metabdlica e aumento da inflamacéo, sendo atribuida
essas diferencas a composicdo da microbiota. Além disso, os camundongos
alimentados com dieta HF demonstraram aumento da permeabilidade intestinal, o que
resultou em concentracées mais elevadas de endotoxinas no intestino e no plasma,
exacerbando assim a obesidade (CAESAR et al., 2015). Outro estudo que avaliou o
efeito de dieta rica em 6leo de coco em contraste com 6leo de soja observou-se o
mesmo ganho de peso em ambas as dietas. Porém, em relacdo a composicao da
microbiota intestinal, o grupo que recebeu o éleo de coco apresentou aumento de
bactérias benéficas e uma diminuicdo das prejudiciais, e 0 inverso ocorreu no grupo
que recebeu o 6leo de soja (PATRONE et al., 2018). Por outro lado, RODRIGUEZ-
GARCIA et al. (2020) avaliaram o impacto da suplementac&o do 6leo de coco, de soja
ou do azeite extravirgem em camundongos alimentados com dieta HF. Foi observado
gue os grupos que receberam a dieta enriguecida com o 6leo de coco ou 6leo de soja
apresentaram aumento de bactérias inflamatdérias no intestino, e somente o grupo que
recebeu o azeite extravirgem apresentou um microambiente anti-inflamatério
(RODRIGUEZ-GARCIA et al., 2020). Esses dados demonstram como a microbiota
intestinal de animais alimentados com dieta HF pode ser influenciada para um perfil
mais deletério do que o consumo de 6leo de coco por si, mesmo que ambas as dietas
sejam provindas de gordura saturada, sendo, entédo, essa predominancia da dieta HF,
um dos possiveis motivos para que o efeito do tratamento com o OCV néo fosse tao

eficaz nesses animais.
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7. CONCLUSAO

Os resultados apresentados nesse trabalho mostraram que uma dieta HF
promoveu expanséao do tecido adiposo associada a uma perda 6ssea na maxila e no
fémur. Porém, esses animais ndo demonstraram reversao nessas alteracdes, e ainda
na maxila houve piora da perda 6ssea quando tratados com a DMOC. Dessa forma,
a suplementacéo dietética com OCV em camundongos alimentados com a dieta HF
parece nao ser benéfico para tratar a perda 6ssea e a obesidade. Sugere-se que 0
consumo de dieta HF possa implicar na perda de efetividade do OCV antes observada
em animais também obesos alimentados com dieta HC. Assim, uma avaliacdo mais
detalhada sobre efeito do tratamento com OCV na perda éssea deve ser realizada,

tendo em vista os dados ainda iniciais na literatura sobre o seu efeito.
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