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RESUMO

DIAS, Mariana de Moura e, M.Sc., Universidade Fabee Vicosa, fevereiro de
2017.Avaliagdo da microbiota intestinal e de marcadoresle oxidagédo lipidica
em ratas Wistar alimentadas com 6leo de coco virgemCécos nucifera L.).
Orientadora: Maria do Carmo Gouveia Peluzio. Conaeores: Carla de Oliveira
Barbosa Rosa, Leandro Licursi de Oliveira, Manddiaciel dos Santos Dias e
Sérgio Oliveira de Paula.

Introducéo: O 6leo de coco diferencia-se em relacdo aos dedhads vegetais em
funcdo de suas possiveis propriedades de reducadDdoecolesterol e dos
triglicerideos, de aumento do HDL-colesterol e tigagdo no emagrecimento. A
microbiota intestinal, por sua vez, se destacaddesi sua possivel participacdo na
regulacdo do metabolismo corporal, sendo sua caggwosinfluenciada pela
quantidade e pelo tipo de lipideo consumi@bjetivo: Avaliar os efeitos do
consumo de trés diferentes concentracdes de éleoatevirgem sobre a microbiota
intestinal e sobre a expressdo de marcadores degdxi lipidica.Metodologia:
Tratou-se de um estudo experimental controlado, doracdo de 10 semanas, em
que 32 ratas fémed¥istar foram divididas em quatro grupos, com oito aninesis
cada: Grupo controle (G1 — consumo de 100% da fgpitBca da dieta proveniente
de 6leo de soja); Grupo teste 1 (G2 — consumo ¢d da fonte lipidica da dieta
proveniente de 6leo de coco virgem); Grupo tegte2- consumo de 50% da fonte
lipidica da dieta proveniente de 6leo de coco wirgee Grupo teste 3 (G4 —

consumo de 95% da fonte lipidica da dieta provéeide Oleo de coco virgem). A

Xvil



avaliagdo da caracterizacdo da microbiota intdsfimafeita com o auxilio da
metodologia deFlow Cytometry-Fluorescent In Situ HybridizatioAtravés de
metodologias especificas, determinaram-se a exxréagl de acidos graxos de
cadeia curta e o perfil lipidico fecal. Para av@mda expressao génica hepatica dos
marcadores de oxidacdo lipidica, utilizou-se a nwtigia dereal time PCR.
Resultados O estudo apresentou um poder de 99,5%. Com refacacacterizacao
da microbiota intestinal, houve reducéo nas popesceClostridium histolyticurme

de bactérias totais no grupo G4 em relacdo ao G (007 e p = 0,018,
respectivamente paflostridium histolyticure bactérias totais) e no grupo G4 em
relacdo ao G2 (p = 0,001 e p = 0,046, também @doatridium histolyticume
bactérias totais, respectivamente). Diferentemedote demais, o G4 diferiu-se em
relacdo a distribuicAo dos grupos bacterianos, teducdo na populacdo de
Clostridium histolyticumem relacdo a populacdo d@acteroides-Prevotelldp =
0,006). Quanto a excrecdo de &cidos graxos deacaddhn, observou-se reducdo na
excrecdo de acido acético, ap0s o periodo expet@amesm todos os grupos, bem
como se verificou diferenca na excrecdo de acidioidm entre os grupos G3 e G4 (p
= 0,0038). Quanto ao perfil lipidico fecal, obseara-se maior excrecdo de acido
miristico no G1 (p = 0,001) e maior excrecao deaaniristoleico no G4 (p<0,001).
N&o foram encontradas diferencas significativasex@ressdo hepatica dos genes
PPAR«a e CPT-1, nos diferentes tratamentGsnclusdes Os resultados indicaram
gue o 6leo de coco virgem tem potencial para modudaitivamente a microbiota
intestinal em relagdo ao filo Firmicutis, o quentefessante, uma vez que individuos
obesos apresentam maior proporcéo desse filo. @onbdo foi possivel determinar
qual a melhor concentracdo a ser consumida de d#eooco virgem para obter
beneficios relacionados a modulacdo da microbiotasiinal e do metabolismo

lipidico.
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ABSTRACT

DIAS, Mariana de Moura e, M.Sc., Universidade Fablde Vicosa, February, 2017.
Evaluation of intestinal microbiota and lipid oxidation markers in Wistar rats
fed with virgin coconut oil (Cocos nucifera L.). Adviser: Maria do Carmo Gouveia
Peluzio. Co-Advisers: Carla de Oliveira Barbosad&dasandro Licursi de Oliveira,
Manoela Maciel dos Santos Dias and Sérgio Olivégr®aula.

Introduction: Coconut oil stands out in relation to other vegeetadls due to its
possible properties of reducing LDL-cholesterol anglycerides, increasing HDL-
cholesterol and acting on weight loss. The intestmicrobiota, in turn, stands out
due to its possible participation in the regulatiohbody metabolism, witch is
influenced by the amount and the type of lipid eomed.Objective:To evaluate the
effects of the consumption of three (3) differeahcentrations of virgin coconut oil
on the intestinal microbiota and on the expressibnlipid oxidation markers.
Methodology:This was a controlled experimental study lastingwléeks. In this
study, 32 femal&Vistarrats were divided into four (4) groups, with eig8} animals
each: Control group (G1 — consumption of 100% eflthid source of the soybean
oil diet); Test group 1 (G2 — consumption of 10.4%4he dietary lipid source from
virgin coconut oil); Test Group 2 (G3 — consumptmn50% of the lipid source of
the diet derived from virgin coconut oil) and Té&atoup 3 (G4 — consumption of
95% of the dietary lipid source from virgin coconuit). The evaluation of the

characterization of the intestinal microbiota wasel using the methodology of Flow
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Cytometry-Fluorescent in Situ Hybridization. Thrbugpecific methodologies, fecal
excretion of short chain fatty acids and fecaldiprofile were determined. For the
evaluation of the hepatic gene expression of lgpidlation markers, the real time
PCR methodology was use®esults: The study presented a power of 99.5%.
Regarding the characterization of the intestinatrobiota there was a decrease in
Clostridium histolyticumand total bacterial populations between groupsa@d G4
(p = 0.007 and p = 0.018, fo€lostridium histolyticumand total bacteria
respectively) and between G2 and G4 groups (p 610dhd p = 0.046, also for
Clostridium histolyticunand total bacteria respectively). Differently frahe others,
G4 differed in relation to the distribution of bagal groups, with a decrease in the
population ofClostridium histolyticumn relation to the population ddacteroides-
Prevotella(p = 0.006). As for the excretion of short-chaatty acids, there was a
drop in acetic acid excretion after the experimigpésiod for all groups, as well as a
difference in the excretion of butyric acid betwagoups G3 and G4 (p = 0.0038).
As for the fecal lipid profile, it was observed mtrer excretion of myristic acid in
G1 (p = 0.001) and greater excretion of myrist@wd in G4 (p < 0.001). No
significant differences were found in the expressbthe PPARx and CPT-1 genes
among the different treatmentonclusionsThe results indicate that virgen coconut
oil has the potential to positively modulate theegtinal microbiota in relation to the
Firmicutis filo. This is interesting since obesdiinduals have a higher proportion of
this filo. However, it was not possible to detereiine best concentration of virgin
coconut oil to be consumed in order to obtain hénetlated to modulation of

intestinal microbiota and lipid metabolism.
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1. INTRODUCAO

O 6leo de coco é um dbleo vegetal que se diferefasademais devido ao seu
alto teor de acidos graxos de cadeia meédia (AGCHlle correspondem a
aproximadamente 60% de sua composicao (MARINA.e2@09).

Esses &cidos graxos estéo relacionados ao aunerstaciedade e a reducdo
do consumo de energia (COLEMAN et al., 2016), bemma a acdo antibacteriana
contra bactérias patogénicas da microbiota in@s(HANCZAKOWSKA et al.,
2016; HANCZAKOWSKA et al., 2011). Logo, o alto tede AGCM presente no
6leo de coco pode justificar alguns dos benefiambandos do seu consumo, como
reducdo do perimetro da cintura e do indice de anemporal (IMC) em mulheres
obesas, com 20 a 40 anos de idade, que consumiranh. 8lesse 6leo, diariamente,
durante 12 semanas (ASSUNCAO et al., 2009).

O dleo de coco também apresenta rapido procesdatiow, constatado em
estudo com ratos que consumiram 8% da fonte caldacdieta advinda desse 6leo,
durante 45 dias, e obtiveram maiores taxag-deidacdo mitocondrial. Isso se deve
ao fato de os AGCM serem rapidamente absorvidos®bulizados, bem como
transportados diretamente, pela veia porta, até igadd (ARUNIMA;
RAJAMOHAN, 2014), o que também pode explicar a géaudos parametros
relacionados a obesidade (FERREIRA et al., 2014).

Ainda quanto a composicéo, o 6leo de coco apre@sdavado percentual de
acidos graxos saturados (AGS) com aproximadamésitede acido laurico (C12:0),
17% de acido miristico (C14:0) e 8% de acido patmifC16:0) (COX et al., 1995).
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Contudo, apesar desse elevado conteudo de AGSivobsse aumento do HDL

colesterol em mulheres obesas que consumiram 3@este produto, durante 12
semanas (ASSUNCAO et al., 2009), bem como naodiizada alteracdo do perfil

lipidico sanguineo relacionado a risco cardiovasciem pacientes cardiacos
estaveis, com consumo de 15% do valor caléricd edaindo do 6leo de coco,

durante um periodo de dois anos (VIJAYAKUMAR et 2016). Provavelmente,

tais achados sé@o devidos ao fato de o 6leo de temcbém possuir componentes
antioxidantes em sua composi¢do, como os polifediscaroteno e os tocoferais,
que compensam a maior concentracédo de AGS (JAAR3IN,2014).

Apesar do potencial promissor, o Oleo de coco &mbapresenta
caracteristicas controversas. Em estadssovey com homens com sobrepeso que
consumiram 10 g de AGCM, o consumo foi considerselguro (ST-ONGE et al.,
2014). Contudo, em estudo com mulheres obesasapseimiram 30 mL de 6leo de
coco, durante 12 semanas, acredita-se que o aurdantesisténcia periférica a
insulina seja devido ao consumo desse 6leo (ASSUDEWal., 2009).

Amaral e colaboradores (2016) também néo obsernvatderencas no
consumo alimentar de ratos alimentados com diétaérica a base de 6leo de coco
ou Oleo de soja durante oito semanas. No trabalksed mesmos autores, constatou-
se maior perda de peso no grupo que consumiu @esom, 0 que ressalta 0s
resultados controversos encontrados em estudo®leande coco (AMARAL et al.,
2016).

Ha trabalhos avaliando o consumo de Oleo de caototem estudos
observacionais quanto experimentais, em diferecoesentracdes, verificando-se,
em sua maioria, diferenciais positivos desse d@mtudo, em meu conhecimento,
nao existe consenso quanto a uma quantidade padséo ofertada, como também
ndo existem estudos avaliando o papel de difereatesentracdes de 6leo de coco
virgem sobre a modulagdo da microbiota intestindbe marcadores do processo

oxidativo, o que justificou o interesse pela ex@cugesta dissertacao.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Acidos graxos de cadeia média e beneficiossé® consumo

Denominam-se acidos graxos de cadeia média (AGQMelas acidos que
contém de 6 a 12 atomos de carbono (BHATNAGAR et2809; DAYRIT, 2014;
ZENTEK et al., 2011). Na década de 1980, apenatsagom 8 a 10 atomos de
carbono eram considerados como AGCM. Contudo, vbsese que aqueles com 6
a 12 atomos reuniam metabolismo hepético e fungi@abodlicas e fisiologicas em
comum (DAYRIT, 2014), o que justificou a insercaded nesse grupo.

O consumo dos AGCM pode resultar em diversos b@osf como reducao
de parametros relacionados a obesidade (ZHANG .et28ll5), aumento da
saciedade (ST-ONGE et al.,, 2014), acdo antibaoterigKIM; RHEE, 2016;
ZENTEK et al., 2011), melhora da saude intestidANCZAKOWSKA et al.,
2011; ROSSI et al., 2010) e rapido processo oxidgdDAYRIT, 2014; ZENTEK et
al., 2011).

No que diz respeito a perda de peso, em estudo caonundongos que
desenvolveram obesidade com o consumo de kiigtafat por exemplo, observou-
se que os animais alimentados com dieta com 2%GIeM\ obtiveram menor peso
corporal, menor ganho de peso e menor quantidadecit®o adiposo branco, em
comparacdo com 0S animais que consumiram a mesneerdoacdo de acidos
graxos de cadeia longa (AGCL) (ZHANG et al., 201A¥m disso, 0s animais que
consumiram AGCM tiveram maior ativagdo do tecidgpasbo marrom, tanto em



namero de células quanto na expressao de geneg poge explicar 0 aumento na
termogénese e, por consequéncia, a reducdo dapestbpidicos e da obesidade
(ZHANG et al., 2015).

Em outro estudo, avaliando a reducédo do apetitdiane o consumo de
AGCM, observou-se que homens obesos com consurh0 dele AGCM, uma hora
antes do almocgo, consumiram menos alimento do queles que ingeriram a
mesma quantidade de AGCL. Contudo, futuros ests@iosiecessarios para entender
como 0s AGCM conseguem desempenhar tal funcdo ($GEet al., 2014).

Além dos parametros relacionados a perda de pesocensumo alimentar,
observou-se que os AGCM também apresentam acdmactetiana. Em estudo que
avaliou esse potencial, verificou-se reducédo noarardeEscherichia collO157:H7,
tanto na presenca de meio de cultura com AGCMdsslacomo também em meio
com a combinagdo desses acidos com outros 6leescésis, mostrando o potencial
e a eficiéncia dos AGCM para essa fungéo (KIM; RHHE6).

Em estudo com leitdes, com sistema imune ainda gudiopletamente
formado, observou-se que o consumo de AGCM reswiouacdo antibacteriana,
bem como permitiu que os animais tivessem maioh@ale peso, o que é indicativo
de desenvolvimento para esses animais (HANCZAKOW®KA., 2011).

Em relacdo ao ganho de peso, acredita-se que esE®ES$O NAO0
necessariamente se deve ao conteldo energétic@cibss graxos e, sim, aos
compostos bioativos nele presentes. Afinal, essespastos permitem melhora
intestinal através do crescimento da altura dassidddes e do aumento da
profundidade das criptas, com consequente melmoaier absorcdo dos nutrientes
(HANCZAKOWSKA et al., 2011).

Similarmente, em estudo com porcos recém-desmamge®Tonsumiram
AGCM juntamente com probiéticos, durante seis semanbservaram-se melhor
crescimento e aumento na capacidade de digeririentgs nos grupos
suplementados, em comparacédo com o controle. loogep de AGCM e probidticos
pode ser uma possivel alternativa a utilizacaontibiaticos para o crescimento dos
animais (DEVI; KIM, 2014). Além disso, em Revisd®Idteratura, verificou-se que,
no caso de porcos, o consumo de AGCM, além do gdahmeso, resulta em acao
antimicrobiana (ZENTEK et al., 2011) e preservagaanucosa intestinal (ROSSI et
al., 2010), acreditando que essas caracterist@asdevidas ao metabolismo dos
AGCM.



Quanto ao metabolismo, uma das razbGes para os AG@Msentarem
hidrélise mais rapida € a posicdo estrutural daiaa carbdnicas, com destaque
para a posicdo 1-3, que permite maior interacéce enicido graxo e as enzimas
lipoliticas (DAYRIT, 2014).

Os AGCM também apresentam maior solubilidade, ® ggrmite que sejam
transportados diretamente pela veia porta até addigndo sendo necesséaria a
atuacdo dos sais biliares ou a formacao de quitomsc Além disso, com destaque
para o acido laurico, observa-se que os AGCM naesstam de transportadores
especificos para serem transportados e oxidadositogdndria viap-oxidagao.
Logo, devido a esse rapido processo oxidativo é aguAGCM sao absorvidos e
metabolizados mais rapidamente que os AGCL (DAYRIO14; ZENTEK et al.,
2011).

Diante do exposto, observa-se que o consumo deMA@&In interessante
potencial em razdo, principalmente, do seu metsnoli Gnico e de sua acao
antimicrobiana. Logo, o estudo do consumo de fodee®GCM, como o Oleo de

coco, é valido para que se avaliem e aproveitebepsficios desse composto.

2.2. Oleo de coco: diferencial e agdes sobre a saud

Apesar de o consumo de determinado tipo de Oléersmfluéncia da
tradicdo, da disponibilidade e de fatores socioéeocos (VIJAYAKUMAR et al.,
2016), observou-se crescente interesse pelo condondbeo de coco, haja vista o
aumento do numero de publica¢des cientificas caa tesnatica (Figura 1).

Do ponto de vista comercial, bem como da liteegterpossivel encontrar o
6leo de coco em trés formas: 6leo de coco virgdeg de copra e 6leo de coco
refinado. O 6leo de coco virgem é extraido do ldiecoco, o que caracteriza a
extracdo umida, podendo (NEVIN; RAJAMOHAN, 2006) o&@o ser submetido a
aguecimento apds esse processo. Esse tipo de d@beé submetido a processos de
refinamento, branqueamento ou desodoriza¢do, daqugue tenha caracteristicas
mais naturais (MARINA et al., 2009).
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Figura 1 — Numero de publica¢cdes com a palavraecbasonut oilnos ultimos sete
anos.
Fonte: PubMed (https://www.ncbi.nim.nih.gov/pubmed/?term=cocorif). Acesso em:
13 Jan. 2017.

O Oleo de copra é extraido a partir do endospatn&oco seco, 0 que
caracteriza a extragdo seca (BHATNAGAR et al., 2009RINA et al., 2009;
NEVIN; RAJAMOHAN, 2006). Ja o oleo de coco refinaddém do processo de
extracdo seca, € submetido a temperaturas maedelegue o 6leo de coco virgem,
bem como passa pelas etapas de refinamento, beangn® e desodorizacéo.
Apesar de essa técnica ser mais artificial, usugkn& a mais empregada (MARINA
et al., 2009).

Quanto as caracteristicas sensoriais, ndo sevabser grandes diferencas
entre os Oleos. O virgem apresenta coloracdo eaghicaua, sabor doce e
acastanhado e odor caracteristico de coco; o deacppssui caracteristicas
semelhantes as do 6leo virgem; e o refinado exib@racdo amarelada, gosto néo
natural e auséncia de odor caracteristico (BHATNARG al., 2009; MARINA et
al., 2009).

O 06leo de coco pode ser classificado como satudadoadeia média, haja
vista sua composicdo aproximada de 90% de AGSqdas 65% sdao AGCM e
apenas 7% de acidos graxos insaturados (AGI), sé&%dode acidos graxos

monoinsaturados (AGMI) e 1% de acidos graxos palaiurados (AGPI)



(BHATNAGAR et al., 2009; DAYRIT, 2014). Além dissaproximadamente 50%
desse 6leo é composto por acido laurico (DAYRITLH0sendo essa constituicdo,
como abordado no tépico anterior, responsavel lgonzas das propriedades do 6leo
de coco como o metabolismo e o transporte caratiters.

Em estudo com ratos que consumiram 8% da dieteermdn 6leo de coco
virgem, observou-se aumento da capacidade antimeddesses animais, em
comparagao com o0s que consumiram oOleos de amereddercopra. Tal resultado &
devido as caracteristicas metabdlicas do 6leo de wiogem, como rapida absorc¢éao,
transporte e catabolismo, bem como a presenca dogpostos antioxidantes
(flavonoides e polifendis) na constituicdo desseo 6(NEVIN; RAJAMOHAN,
2006).

Em estudo avaliando diferentes fontes lipidicdseorou-se que o Oleo de
coco foi o que apresentou menor propensdo a peghadlipidica, bem como foi
capaz de promover estabilidade oxidativa. Ao admiodleo de coco ao 6leo de
arroz refinado e ao o6leo de girassol, esses Olessappm a produzir menos
peroxidos do que quando avaliados isoladamentedis@ndo-se que a maior
estabilidade oxidativa encontrada foi devida asdsiconcentracdes de AGPI e
AGMI e as altas concentragbes de AGCM presentes O0fem de coco
(BHATNAGAR et al., 2009).

Quanto ao perfil lipidico sanguineo, em estudo cbomanos que
consumiram 13 mL de 6leo de coco virgem, duranie seses, observou-se
aumento significativo nas concentracdes séricas Hi¥l -colesterol quando
comparado com o grupo controle. Esse resultadoveladanto a presenca de
polifendis e vitamina E no 6leo de coco virgem dqoalambém ao aumento da
atividade da enzima lecitina colesterol acetiltftarase (LCAT) (CARDOSO et al.,
2015).

A LCAT é uma enzima que desempenha papel-chavenetabolismo do
HDL colesterol, visto que participa do processo edterificacdo do colesterol,
permitindo a maturacdo da particula de HDL (ARUNIMRAJAMOHAN, 2012).
Em casos de deficiéncia da LCAT, o que se obsemwaémento do colesterol na
corrente sanguinea, o que pode resultar no prockssaderosclerose (KUNNEN;
VAN ECK, 2012). Logo, resultados como os encontsadwr Cardoso e
colaboradores (2015) reforcam o potencial promiggsa 0 consumo do Oleo de

coco de forma segura.



Ainda quanto ao perfil lipidico, observou-se gas que consumiram dietas
com 8% de 0leo de coco virgem durante 45 dias etatha maiores concentracdes
séricas de HDL colesterol que os animais alimerstazion dietas com a mesma
proporcéo lipidica de 6leo de amendoim e de 6leoode refinado. Além disso, os
animais que consumiram 6leo de coco virgem aprasentreducdo nos valores de
triglicerideos, colesterol total e LDL colestereln comparacdo com os demais
grupos (NEVIN; RAJAMOHAN, 2004).

Neste estudo, acredita-se que o Oleo de coconvirgezamente apresentou
maior potencial antioxidante, auxiliando na predngda oxidagdo do LDL
colesterol, através da inibicdo das espécies e=atile oxigénio, da ativacdo do
transporte reverso de colesterol e da menor alisatedcolesterol pelo intestino
(NEVIN; RAJAMOHAN, 2004). Contudo, em estudo avatim o consumo de 6leo
de coco e de 6leo de soja em concentracdes recanene cetogénicas, observou-
se que o efeito protetor nos parametros lipidicesava mais relacionado a
quantidade do que ao tipo do 6leo consumido (AMARARI., 2016).

No que diz respeito a parametros relacionados aiddme, em estudo com
humanos com consumo de 13 mL de 6leo de coco vidjariamente se observou
reducdo do peso, do IMC, do perimetro do pescal@essao diastolica, apos seis
meses de tratamento. Acredita-se que os polifgmésentes no 6leo de coco virgem
podem ter efeito protetor sobre a pressdo sang(@AERDOSO et al., 2015). Além
disso, para o perimetro da cintura, verificou-sugéo significativa no grupo que
consumiu o Oleo de coco virgem, em comparacdo congrupo controle,
relacionando-se esse fato a composicdo rica em AGGMIleo de coco, 0 que
poderia resultar em menor acumulo de gordura calfGARDOSO et al., 2015).

Em estudo simulando o consumo de uma dieta americdbservou-se que
camundongos que consumiram uma dinéggn fatcom 40% de 6leo de coco tiveram
menor ganho de peso e menor acumulo de gorduratémiea e mesentérica do que
os dos grupos que consumiram dietas com valoreslisantes de 6leo de soja e de
frutose (DEOL et al., 2015). Nesse mesmo estudsitipamente constatou-se que 0
consumo de 6leo de coco apdés 20 semanas ndo resrtodiabetes ou em
intolerdncia a glicose, bem como houve reducgéo aterds proinflamatorios,
indicando que esse 6leo apresenta potencial diaiviatorio (DEOL et al., 2015).

Esses resultados séo interessantes, uma vez djoaram que os alimentos

comumente consumidos (0 Oleo de soja e a frutaam) padrdo obesogénico,
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podendo alterar o metabolismo, bem como desmastificfato de o éleo de coco ter
potencial maléfico devido a sua constitui¢do riceAGS (DEOL et al., 2015).

Além das propriedades discutidas, verificou-se gudeo de coco também
possui outras aplicagcdes, como no tratamento deeagumatoide (VYSAKH et al.,
2014), em biocombustiveis (DEBMANDAL; MANDAL, 201QIU et al., 2016),
em repelentes e no tratamento de dermatites (DEBMAN MANDAL, 2014).

Logo, o potencial uso seguro do 6leo de cococimtado a obesidade, ao
perfil lipidico e a outras funcdes, vem sendo cbdado pela literatura, tanto em
estudos experimentais quanto observacionais. Aplsaaumento de publicacdes
com essa tematica, ainda ha muito para ser desgppencipalmente pelo fato de

muitos estudos avaliarem os AGCM isoladamente er@eo de coco.

2.3. Microbiota intestinal e 6leo de coco

A microbiota intestinal € composta por aproximadata 100 trilhdes de
Archaeas e bactérias, sendo a maior parte de iaactos filos Bacteroidetes e
Firmicutis (TREMAROLI; BACKHED, 2012). O interessem seu estudo vem
aumentando em razao tanto das ja conhecidas fupgdedoras e estruturais que
desempenha (MISHRA; DUBEY, 2016) quanto da conagho de sua participacéo
na regulagéo do metabolismo corporal (HEIMAN; GREE¥AY, 2016).

A formacgdo da microbiota intestinal inicia-se n@av intrauterina, com
influéncia da microbiota da placenta materna. Piosteente, o tipo de parto, o tipo
de amamentacdo e a alimentacdo na primeira infaoomribuem para a
consolidacdo de sua constituicdo (AAGAARD et alQl2 GUARALDI;
SALVATORI, 2012), o que resulta em uma microbiotdca para cada individuo
(TREMAROLI; BACKHED, 2012).

Isso explica por que criangcas que apresentam gSificado consumo
alimentar possuem também maior diversidade micnabgue adultos (HEIMAN;
GREENWAY, 2016).

Quanto ao consumo alimentar, observa-se que diggls fat podem
modificar a microbiota intestinal com estimulo asm&nto de bactérias Gram-
negativas. Essas bactérias naturalmente possuepoligsacarideo (LPS) (CANI et
al., 2008), que é uma molécula proinflamatéria quosle levar a quadros de
obesidade e de resisténcia insulinica (CARVALH@let2012; MEMBREZ et al.,



2008). Além disso, em estudo com ratos que desesnamh obesidade apos o
consumo de diethigh fat observou-se que a microbiota intestinal apreseratar
proporcdo do filo Bacteroidetes quando comparadm filo Firmicutis
(CARVALHO et al.,, 2012; MEMBREZ et al.,, 2008). Assi acredita-se que a
modulacdo da microbiota intestinal possa ser unratégia futura para o combate e,
ou, tratamento da obesidade (CARVALHO et al., 200EMBREZ et al., 2008).

Em estudoin vitro, observou-se que o 6leo de coco virgem foi capaz d
reduzir o crescimento de bactérias patogénicasadatass de diarreiaC{ostridium
difficile), sendo o acido laurico apontado como um dos ipais responsaveis por
esse resultado (SHILLING et al., 2013).

Possiveis mecanismos explicatorios incluem desdeitacdo da lipase
bacteriana, que inativaria bactérias patogénicaseptes no intestino, até a
dissociacdo em protons e anions na membrana dalss;éd que reduziria o pH
intestinal e, por consequéncia, inativaria as eagimitilizadas pelas bactérias
patogénicas (ZENTEK et al., 2011).

Os AGCM, devido ao seu namero de carbonos, sadamaggnte absorvidos,
atuando principalmente no estdmago e no duodenNTEK et al., 2011). Contudo,
a participacao dos lipideos no metabolismo intaktimicrobiano pode ser explicada
pelo fato de se acreditar que o 0Oleo de coco seggrido por lipases no trato
gastrointestinal e que, ap0s esse processo digestjam liberados acidos graxos
livres, que podem atuar na inibicdo do crescimeletdactérias (SHILLING et al.,
2013). Além disso, os AGCM séo ricos em fitoquimijcoomo os flavonoides,
acreditando-se que esses compostos possam moduligrabiota intestinal (LI et
al., 2009).

A patrtir de estudom vitro, que avaliaram o potencial antimicrobiano do 6leo
de coco e seu papel protetor na colonizagdo bacteriestima-se que haja
necessidade de consumo diario de 24 g de gorderaanienha acido laurico, sendo
0 Oleo de coco a principal fonte desse nutrienkl!l(EING et al., 2013). Contudo,
tal recomendacédo € baseada em esindeitro, destacando-se a importancia de
estudos como este, que avaliam esse possivel papéfico do 6leo de coco em

modelo animal e em diferentes concentragdes.
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2.4. Oxidagao lipidica e oleo de coco

O processo de acumulacao lipidica € decorrenteg entros, do desbalanco
entre o consumo alimentar, a sintese endogena &abotismo viap-oxidacdo
(ARUNIMA; RAJAMOHAN, 2014). Logo, os proprios acidograxos podem
participar da regulacdo do metabolismo lipidicdreeputros, através da modulacao
da expresséo de genes relacionados a lipogéneseidagdo (COCCIA et al., 2014;
FIGUEIREDO-SILVA et al., 2012).

Ao contrario do que antes se imaginava, ndo apesasGPl e os AGMI,
mas também os AGS, como os AGCM, apresentam a idapacde participar do
metabolismo lipidicoYWIATKIEWICZ et al., 2016; TOVAR et al., 2011). Afinal,
os AGCM reunem caracteristicas metabdlicas espasijfi anteriormente
apresentadas.

Em estudo com animais alimentados com 8% da déféaente a Oleo de
coco virgem, por exemplo, observaram-se taxa$-dridacdo mitocondrial e do
peroxissomo significantemente maiores nesse grepo,comparacdo com outros
Oleos-teste (ARUNIMA; RAJAMOHAN, 2014).

Nesse mesmo estudo, observou-se aumento na e@gasica hepatica de
carnitina palmitoil transferase 1 (CPT-1) no grugdonentado com 6leo de coco
virgem, sendo esse aumento indicativo de aument@-alddacdo (ARUNIMA;
RAJAMOHAN, 2014). Esse resultado pode estar refemo a um aumento na
expressao do receptor ativado por proliferadoretexissomo alfa (PPAR), que é
um fator de transcricdo que atua no controle ddagé&o dos lipideos (ARUNIMA,;
RAJAMOHAN, 2014; TOVAR et al., 2011).

Em estudo de Kersten e colaboradores, também riicoue o papel do
PPARe no controle do metabolismo lipidico. Camundongosdificados com
auséncia do gene PPARtHveram aumento do depdsito de gordura apds oucoms
de uma dietahigh-fat que continha 6leo de coco (KERSTEN et al., 1999¢nA
disso, os animais com modificagcdo genética tive?2¥% mais gordura acumulada
no figado do que os animais selvagens, o que imglieaa auséncia do PPAR-
alterou o metabolismo lipidico desses animais (KHR$ et al., 1999).

O PPARe atua no figado de forma a controlar o armazenament
liberacdo de triglicerideos, estando a menor egfpmedesse gene relacionada a uma
diminuicdo daB-oxidacdo (KERSTEN et al., 1999). De forma similas, AGCM
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também sdo metabolizados no figado (FERREIRA et28ll4). Logo, o papel do
PPAR#a pode ser uma das explicagbes para o fato de od#ecoco ser usado
preferencialmente para producao de energia (ARUNIRAJAMOHAN, 2012) em
vez de se acumular na forma de estoque lipidicoREEHRA et al., 2014,
GELIEBTER et al., 1983).

Além de oxidacado mais eficiente, 0 consumo de degoco virgem resulta
em menor lipogénese. Em estudo com ratos alimesitzaio 8% da dieta referente a
Oleo de coco virgem, observou-se que esses antimaram menor atividade de
enzimas lipogénicas, em comparagdo com 0s animais@nsumiram outras fontes
lipidicas (ARUNIMA; RAJAMOHAN, 2012). Esse fato tdré&m auxilia no
entendimento do porqué que o consumo de Oleo de wogem nao resulta em
formacdao de estoques lipidicos.

Apesar de se saber que o 6leo de coco virgem apeesnetabolismo
oxidativo diferenciado devido & sua alta concedtmage AGCM, sdo poucos 0s
estudos avaliando-0 em relacdo ao processo oxidatique justifica a importancia

de estudos como esta dissertacao.
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OBJETIVOS

3.1. Geral

e Avaliar os efeitos do consumo de trés diferentasxentracdes de oOleo de
coco virgem Cocos nuciferal.) sobre a microbiota intestinal e sobre a

expressdo de marcadores de oxidacgao lipidica, ms\éstar.

3.2. Especificos

e Padronizar a metodologia ddlow Cytometry-Fluorescent In Situ
Hybridization(Flow-FISH) para as amostras de fezes animais.
e Avaliar o efeito do consumo de 6leo de coco virgem:

0o Na caracterizagdo da microbiota intestinal quarde grupos de
microrganismos: Bacteroides-Prevotella Bifidobacterim genes,
Clostridium histolyticune Lactobacillus-Enterococcus

o Na quantificacdo dos acidos graxos de cadeia ¢adidos acético,
propidnico e butirico) das fezes dos animais.

o No perfil lipidico total das fezes dos animais.

0 Na expressdo génica hepatica de marcadores decagidims acidos
graxos (PPARx e CPT-1).
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4. METODOLOGIA

4.1. Aspectos éticos

Este projeto € parte integrante de um projeto guahdiva, intitulado
“Avaliacdo dos efeitos metabdlicos da substituigdccial da fonte lipidica da dieta
por 6leo de coco virgemCpcos nuciferal.) em ratasWistar. O projeto foi
previamente submetido & Comissido de Etica no UsAnit@ais da Universidade
Federal de Vigosa (CEUA/UFV) e aprovado no dia &7ntargo de 2015, sob o
nimero de Protocolo’®9/2014 (ANEXO 1).

4.2. Material de trabalho

Foram utilizados fezes e tecido hepatico de 3dsréémeas, adultas, da
linhagemWistar (Rattus norvegicysvariedadealbinus Rodentia), provenientes do
Biotério Central do Centro de Ciéncias Biol6gicasiee Saude da Universidade

Federal de Vigcosa, em Vigosa, MG, Brasil.

4.3. Calculo amostral

O tamanho amostral foi calculado como proposto Mera et al. (1998).
Adotou-se como critérios uma diferenca de 20% muhgade peso entre animais
alimentados com AGCL e AGCM (GELIEBTER et al., 1983um poder estatistico
de 98% ¢ < 0,02) (APENDICE A).
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A variavel ganho de peso foi escolhida por serimcjpal resultado esperado
na suplementacdo com 6leo de coco. Os valoregaatds no calculo foram os do
estudo de Geliebter et al. (1983).

4.4. Desenho experimental

Os animais foram randomicamente divididos em quagoupos
experimentais, com oito animais cada, que se diferide acordo com a dieta
recebida (Figura 2).

A duracdo do experimento foi de 10 semanas, eengsdodo 0s animais
foram mantidos em gaiolas individuais, em ambiemgetrolado com temperatura
entre 21 °C + 1 °C e fotoperiodo de 12 horas. Atgsdilada e dieta foram ofertadas

ad libitum

Gl
4 0% de 6leo de coco virgem
=" n=§
G2
10,4% de 6leo de coco virgem
n=8

: G3
Lo O s ‘ 50% de dleo de coco virgem
v < - n=8

Ratas Wistar fémeas — G2
n=32 ™ 95% de dleo de coco virgem
n=8

Figura 2 — Desenho experimental.

Todas as dietas ofertadas foram isocaléricasrelatam a recomendacao da
AIN-93M (REEVES et al., 1993), diferindo-se aperas relacdo as concentragcdes
lipidicas (Tabela 1):

e Grupo Controle (G1): recebeu dieta controle AIN-93M0 g de dleo de
s0ja/100 g de dieta).
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e Grupo Teste 1 (G2): recebeu dieta com 10,4% dae flypidica proveniente
de oleo de coco virgem (0,42 g de 6leo de coccemirg 3,58 g de Oleo de
s0ja/100 g de dieta).

e Grupo Teste 2 (G3): recebeu dieta com 50,0% dae flypidica proveniente
de 6leo de coco virgem (2,71 g de 6leo de coccewirg- 2,0 g de 6leo de
s0ja/100 g de dieta).

e Grupo Teste 3 (G4): recebeu dieta com 95,0% dae flipidica proveniente

de Oleo de coco virgem (4,12 g de Oleo de coccewmirg- 0,2 g de 6leo de
s0ja/100 g de dieta).

Tabela 1 — Composicao centesimal das dietas expetans utilizadas no estudo

. « Grupo

Ingrediente (g) 1 > 3 2
Amido de milho 46,57 46,57 46,57 46,57
Caseina 14,00 14,00 14,00 14,00
Amido dextrinizado 15,50 15,50 15,50 15,50
Acucar refinado 10,00 10,00 10,00 10,00
Oleo de soja 4,00 3,58 2,00 0,20
Oleo de coco virgem 0,00 0,42 2,17 4,12
Celulose 5,00 5,00 5,00 5,00
Mix mineral 3,50 3,50 3,50 3,50
Mix vitaminico 1,00 1,00 1,00 1,00
L-cistina 0,18 0,18 0,18 0,18
Bitartarato de colina 0,25 0,25 0,25 0,25
Peso final 100,00 100,00 100,17 100,32
Quilocalorias (kcal) totais 37,66 37,66 37,66 37,66

Dietas baseadas na recomendacéo AINDRtas (g/100 g). A caseina continha acima de 85% de
proteina. G = gramas.

Nos calculos energéticos, levaram-se em consideragaliferencas entre os
valores caléricos de cada 6leo. Considerou-se que. Me 6leo fonte de AGCL
(6leo de soja) forneceu 9,2 Kcal, e 1 mL de élestdade AGCM (6leo de coco
virgem) forneceu 8,3 Kcal (BACH et al., 1989; HOAGNMD; SNIDER, 1943).

O grupo 2 consumiu a recomendacao do fabricant@einde coco virgem
(Dr. Organic§, Brasil), que sugere para humanos o consumo di&i@5 mL. A

conversao desse valor para roedores foi feita case bo percentual de calorias da
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dieta provenientes de lipideos, chegando-se ag dald,42 mL de éleo de coco
virgem, o que representa 10,4% do percentual deelys que deve ser consumido
por roedores.

O grupo 3 consumiu quantidade intermediaria do-tdste, ou seja, 50% da
fonte lipidica da dieta proveniente do 6leo de caogem.

O grupo 4 consumiu a maxima quantidade recomengadta roedores, ou
seja, 95% da fonte lipidica da dieta provenientedl@o de coco virgem, visto que
para a manutencdo dos animais € necessaria a déerd@idos graxos essenciais
(REEVES et al., 1993).

As dietas foram confeccionadas na formaeldetse armazenadas protegidas
da luz, em temperatura de refrigeracdo (0 a 4 °C).

Todo o ensaio e a producédo das dietas foram eldbsmo Laboratorio de
Nutricdo Experimental do Departamento de Nutricd®aide da Universidade
Federal de Vigosa, Vigosa, MG, Brasil (DNS-UFV)efsaio foi realizado de acordo

com o0s principios éticos para o manejo de anin@latbratorio.

4.5. Eutanasia e coleta do material de trabalho

Quinzenalmente, as fezes foram coletadas em tuktésers, previamente
identificados, e armazenadas a -20 °C, para asdilis@as.

No final do experimento, os animais foram submetidgejum de 12 horas e
anestesiados com isoflurano 3% (Isoflofin€ristalia, Brasil), utilizando circuito
simples com fluxdmetro acoplado a um cilindro degémio, e, entdo, sofreram
eutandsia. Para isso, os animais foram acondicisn&dn caixas transparentes
vedadas, para a saturacdo do anestésico e a censeqmpliacdo da sedacédo e da
anestesia profunda.

Antes da exsanguinacao total, os parametrosdgimds e de reflexo foram
averiguados para determinar o grau de sensibilidadestesia.

A eutandsia ocorreu no Laboratério de NutricAodfixpental (DNS-UFV),
em ambiente tranquilo e adequado, longe do alojiamerde outros animais. Um
meédico-veterinario estava presente, e a equipepde aavia sido previamente
treinada. Todo o experimento foi realizado em conasoia com o Conselho

Nacional de Controle de Experimentacéo Animal (CEGN2008).
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Similarmente, as fezes do ceco foram coletadas tebos estéreis,
previamente identificados, e armazenadas a -8p#@,analises futuras.

O tecido hepatico foi removido, lavado com solugabna tamponada com
fosfato 10 mM (PBS) e armazenado envolto em pdpatiaio a -80 °C, para

analises futuras.

4.6. Oleos-teste

O 6leo de coco virgem utilizado para o preparodiefas foi prensado a frio
e adquirido, por doacao, da empresa Dr. Organioddf-eliz, SP, Brasil). Contudo,
esta pesquisa ndo apresenta qualquer conflitdelesse.

O 6leo de soja (Soya, BUNGEBTrasil) foi comprado no comércio local do
municipio de Vicosa, MG, Brasil.

O perfil dos acidos graxos dos Oleos-teste (TaBgléoi determinado no
Laboratério de Bioquimica Nutricional (DNS-UFV). ilifou-se a metodologia de
Hartman e Lago (HARTMAN; LAGO, 1973), para a sapicacao e esterificacdo
dos Oleos. As amostras foram analisadas em cromédog gas (CG-17 Class,
Shimadzu®, Japéo) equipado com detector de iorozacéoluna cromatografica
capilar de silica fundida SP-2560 (biscianopropisiioxane SP-2560), de 100 m de
comprimento e 0,25 mm de diametro (ROSA et al.2201

A temperatura inicial de leitura foi de 50 °C, ctema de aquecimento de
10 °C por minuto até atingir a temperatura de 160 Pm seguida, a taxa de
aquecimento foi de 4 °C por minuto até atingir mpgeratura de 250 °C. A
temperatura do injetor foi mantida a 240 °C e detector, a 260 °C.

O gas de arraste foi o hidrogénio ultrapuro, ragdih 5, e o fluxo da coluna
foi de 1,6 mL/min.

A identificacdo e a quantificacdo dos acidos grastos 6leos-teste foram
feitas mediante a comparacdo com o tempo de retethgdpadrao de mistura de
acidos graxos (FAME — Supelco TM de C4:0 a C24igm&-Aldrich®, EUA).

Os resultados foram expressos em valores percenti@i acido graxo

desejado em relacado ao total de acidos graxosificabs.
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Tabela 2 — Perfil de acidos graxos dos oleos-té#izados no estudo

Acido graxo Oleo de coco virgem Oleo de soja
C8:.0 5,22 -
C10:0 5,41 -
C12:.0 51,64 -
C14:0 19,86 0,04
C16:0 8,82 10,57
C18:0 3,04 4,90
Ci18:1 5,10 24,10
C18:2 0,70 52,0
C18:3 - 5,86
Total AGCM 62,27 -
Total AGCL 37,60 100
Total AG saturado 94,03 15,55
Total AG monoinsaturados 5,12 24,16
Total AG poli-insaturados 0,69 58,43

C8:0 = &cido caprilico; C10:0 = acido céaprico; @2:acido laurico; C14:0 = acido miristico; C16:0

= acido palmitico; C18:0 = &cido estearico; C18:4cido oleico; C18:2 = acido linoleico; C18:3 =

acido linolénico; AGCM = acidos graxos de cadeiaianieAGCL = acidos graxos de cadeia longa; e
AG = acidos graxos. Valores expressos em percefital

4.7. Caracterizacao da microbiota intestinal

A analise da microbiota intestinal foi realizadzlaptécnica ddé-low-FISH,
adaptada de Grzekowiak et al. (2012) e Colladd. €2@08).

Aliguotas de 0,3 g de fezes do ceco, congelad86 &C, foram diluidas em
solucéo de FISH-PBS, na proporcéao de 1:9. Em sagfodam homogeneizadas em
vértex (Wizard, VELP Scientifi¢3 Italia) com beadsde vidro e centrifugadas
(centrifuga Z216MK, Hermle/Labnet®, EUA) a 1.50Gagbes por minuto (rpm),
por 2 min, a 4 °C. O sobrenadante foi armazenadernight a 4 °C, em solucao de
paraformaldeido 4%.

Em seguida, o sobrenadante foi novamente ceradinug 13.000 rpm, por 5
min, a 4 °C, havendo a formacdo de um pelete. @sabtlante foi entdo desprezado
e o0 pelete, ressuspendido em 1 mL de solucéo dé-PES filtrada. Esse processo
foi repetido trés vezes. Na Ultima etapa, o pdetagessuspendido em 150 ul de
etanol 96% e armazenado a 4 °C, por 4 h.

Em seguida, passou-se para a etapa de hibridiZBgébanho seco (Thermo
Mixer, KASVI®, Brasil) a 50 °C, as amostras foram incubadastnight em 5 pl de
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tampao de hibridizacdo com as sondas especifidasd/DNA®, Canadd), para 0s
guatro maiores grupos bacterianos da microbiotssiimal e para as bactérias totais
(Tabela 3). As sondas possuiam concentracdo deg/p0 @ eram marcadas com

fluoréforo na terminacéo 5°.

Tabela 3 — Sequéncia das sondas utilizadas pararndeacdo da microbiota

intestinal
Sonda Sequéncia Corante TH
Eub338 GCTGCCTCCCGTAGGAGT FITC 50 °C
Bif164 CATCCGGCATTACCACCC Cy5 50 °C
Bac303 CCAATGTGGGGGACCTT Cy5 50 °C
His150 TTATGCGGTATTAATCTYCCTTT Cy5 50 °C
Lab1l58 GGTATTAGCAYCTGTTTCCA Cy5 50 °C

Eub338: sonda para determinacdo de bactérias ;toBif$64: sonda para determinacdo de
Bifidobacteriumgenes; Bac303: sonda para determinacéBatteroides-PrevotellaChis150: sonda
para determinacdo d&lostridium histolyticume Lab158: sonda para determinacad.detobacillus-
Enterococcus FITC: corante fluoresceina; Cy5: corante carbiine 5; e TH: temperatura de
hibridizacao.

Apo6s overnight adicionou-se 1 mL de tampé&o de hibridizacdo 2G0e
mantiveram-se as amostras em banho-seco por maig4km seguida, as amostras
foram centrifugadas a 2.250 rpm, por 15 min, a @1 Retiraram-se 800 pl do
sobrenadante, e adicionaram-se 800 pl de tampabl-FES. O processo de
centrifugacdo e a retirada do sobrenadante forapetid®s e as amostras,
ressuspendidas em 100 pl de solucdo de FISH-PB&mAstras permaneceram em
temperatura ambiente e foram protegidas da lua ktiéura dos resultados.

Cada amostra foi avaliada de acordo com o valdvag¢erias totais, através
da sonda Eub338, marcada com corante fluorescelM&), e o grupo bacteriano
desejado, marcado com o corante carbocianina 5)(@gvendo, portanto, dupla
marcacdo. Todo o procedimento foi realizado no Latdoo de Bioquimica
Nutricional (DNS-UFV).

A leitura dos resultados foi feita no Nucleo deigscopia e Microanalise, da
Universidade Federal de Vigosa, Vicosa, MG, Brasih, citbmetro de fluxo (FACS

Verse, BI¥, Estados Unidos), com deteccéo de 50.000 evesrioduxo baixo.
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A analise dos dados foi feita com o auxiliosdbétwareFlowJo, versao vx 0.7
(FLOWJO, 2014). Primeiramente, com base na fluémesa emitida, determinou-se

0 controle negativo, ou seja, 0 que nao era o ghapteriano de interesse (Figura 3).
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Q1: primeiro quadrante; Q2: segundo quadrante;t€8eiro quadrante; e Q4: quarto quadrante. Com
base no tamanho das células (<fin), no Q4 ndo se encontram as células que commdem

microbiota intestinal, ou seja, o Q4 é o controkgativo da andlise. Cada ponto no grafico
corresponde a uma célula.

Figur 3 — Exemplo de determinacdo do controle memat analise da caracterizacao
da microbiota intestinal.

Em seguida, identificaram-se os grupos bacteriahgdamente marcados
(Figura 4 e Figura Suplementar 1 — APENDICE C),seja, aqueles grupos que
tinham o nucleo mais a direita do segundo quadrante
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Q1: primeiro quadrante; Q2: segundo quadrante;t€8eiro quadrante; Q4: quarto quadrante; Cyb5:
corante carbocianina 5; FITC: corante fluoresce&lost: Clostridium histolyticum O segundo
quadrante é aquele que apresentard a populacaéldascmarcada tanto com Cy5 (referente a
bactérias totais) quanto com FITC (referente agpa@rbacteriano desejado, no caso Clost). Em
vermelho se encontra ungate ou seja, uma delimitagdo de um grupo bacterisaseddo em um
nucleo central mais a direita. Resultados expressogercentual.

Figura 4 — Exemplo de determinacéo da populacaeii@ca desejada.

A disposicéo caracteristica de cada grupo tamloénegpeitada (Figura 5), a
fim de assegurar maior certeza em relagéo ao daeaesendo determinado. Assim,
foram excluidos aqueles animais que ndo apresentgsa caracteristica.

A contagem dos grupos foi realizada com o auxkograficos com eixos
FITC e Cy5 e com a delimitacéo gates

Os resultados foram expressos em valores peréenf{gaalitativos) e
absolutos (quantitativos).
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Vermelho: grupo Bacteroides-Prevotellalaranja grupo Clostridium histolyticum azul: grupo
Bifidobacteriumgenes; e verde: grupoactobacillus-EnterococcusApés a delimitagdo dos grupos
bacterianos pelagates conferiu-se se a populacdo havia sido corretaanerdrcada com base na
disposicédo caracteristica de cada grupo. Todosimsass, em todos 0s grupos, apresentaram essa
disposicdo: 1° vermelho, 2° laranja, 3° azul ecffle.

Figura 5 — Exemplo de confirmacdo da delimitacé® glopos bacterianos, baseados
na disposi¢éo caracteristica de cada grupo.

4.8. Acidos graxos de cadeia curta

A extracdo dos acidos graxos de cadeia curta (AG@QiCgalizada através de
metodologia adaptada de Zhao et al. (2006). Pam fsram homogeneizadas 500
mg de fezes com 5 mL de agua Mili-Q, com o auxieéanacerador automatico (T10
basic, IKA®, Alemanha), e foi adicionado &cido ortofosféricauy HPLC (Fluka
Analytical®, EUA) até atingir pH entre 4,5 e 5.
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Em seguida, as amostras foram centrifugadas (Herdtegafuge 11R,
Thermo Scientifi€, EUA) a 4 °C, por 20 min, a 4.100 rpm. O sobrenssldoi
transferido para um tubo estéril limpo e novamesetarifugado (centrifuga modelo
Z216MK, Hermle/Labnet®, EUA) a 4 °C, por 30 min1&500 rpm. O restante foi
descartado.

O sobrenadante foi novamente retirado e filtraolm © auxilio de filtros, de
0,22 um de porosidade, acoplados a seringas. Emidsegfoi novamente
centrifugado (centrifuga Z216MK, Hermle/LabReEUA) a 4 °C, por 50 min, a
13.500 rpm. O sobrenadante resultante foi armaperaadl vials, & temperatura
ambiente, até a leitura.

O procedimento de extracdo dos AGCC ocorreu noorzafrio de
Bioquimica Nutricional (DNS-UFV) e a leitura, nol@atério de Analises Clinicas
(DNS-UFV).

Para determinagcdo dos AGCC, as amostras foracadps em cromatografo
liquido de alta eficiéncia (HPLC) (SPD-20A VP, Shif, Japdo), a 210 nm. O
equipamento foi acoplado a um detector ultravioketaossuia bomba (LC-20AT),
forno (CTO 20A), autoinjetor (SIL-20A HT), detectde indice de refracdo (RID-
10A) e desgaseificador (DGU-20A 5R). O mdédulo dmugnicagdo foi o CBM 20A
e o sistema de aquisicdo, o Lab Solution (Lab &uist, EUA).

Os acidos acético, propidnico e butirico foramasagos em coluna capilar
(modelo VP-ODS/C8/Phenyl, Shimafzulap&o), com 150 mm por 4,6 mm. O
volume injetado de amostra foi de 80 pul, o fluxddgg mL/minuto, a presséo de gas
nitrogénio de 37 kgf, a temperatura do forno déQ%® a fase moével de 1% de acido
ortofosférico em agua.

A identificacdo e a quantificacdo dos AGCC foranitake mediante a
comparacdo com o tempo de retencdo dos padrdesidies @acético, propidnico e
butirico (Sigma-Aldricfi, EUA). Os resultados foram expressos em perceui@ial

mg AGCC por mg de fezes.

4.9. Perfil lipidico das fezes

O perfil lipidico foi determinado a partir de 30@rde fezes frescas atraves
de protocolos adaptados de Folch et al. (1956 paxtracdo; e de Hartman e Lago
(1973), para a saponificacdo e esterificacdo @oddos.
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Para a extragdo, as fezes foram homogeneizadasnemerador automatico
(T10 basic, IKA, Alemanha), juntamente com 1 mL de solucdo de
cloroférmio:metanol, na proporcdo de 1:2, com auligésterior de 0,9 mL de
metanol puro (Vetét EUA).

Em seguida, as amostras foram centrifugadas pomitDa 3.000 rpm
(Heracus Megafuge 11R, Thermo ScienfificEUA), sendo acrescentado ao
sobrenadante 0,8 mL de cloroférmio puro (V&te€UA) e 0,64 mL de solucéo de
NaCl 0,73%. Novamente, as amostras foram centdfagy@or 10 min a 3.000 rpm.
O sobrenadante foi descartado, e adicionou-se @Q,9dm solugcdo de Folch,
permanecendo o material em estufa semiaberta @, ®vérnight

A saponificacdo e a esterificacao foram iniciackam a adicdo de 2,4 mL de
reagente de saponificacdo e 6 mL de reagente dmifieatdo, seguida de
aguecimento a 80 °C, por 15 min. Em seguida, faditionados 0,5 mL de hexano
puro (Sigma-Aldrici, EUA) e 3 mL de NaCl 20%. O sobrenadante foi a€ltir e
armazenado emials a -20 °C.

Para a leitura do perfil lipidico, as amostras rfon@ssuspendidas em 1 mL
de hexano e injetadas em sistema Split 10, em ¢égmado a gas (CG-17 Class,
Shimadz{f, Japdo). Esse aparelho era acoplado a um micratadg e equipado
com detector de ionizacdo e coluna cromatograhpélar de silica fundida SP-2560
(biscianopropil plysiloxane SP-2560), de 30 m dengomento e 0,25 mm de
diametro.

A temperatura inicial de leitura foi de 150 °C, ctara de aquecimento de
4 °C por minuto até atingir a temperatura de 220@mperatura do injetor foi
mantida a 200 °C e a do detector, a 240 °C.

O gas nitrogénio foi utilizado como carreador, o@iocidade programada de
43,2 cm por segundo, e o fluxo de gas de arrastieft,0 mL por minuto.

A identificacdo e a quantificacdo dos &cidos gradmsontetdo fecal foram
feitas mediante a comparacdo com o tempo de retethgdpadrédo de mistura de
acidos graxos (FAME — Supelco TM de C4:0 a C24i@na-Aldrich®, EUA).

Os resultados foram avaliados nos tempos inicidisags de estudo, assim
como se avaliou a diferenca entre esses dois terfsosesultados foram expressos
em valores percentuais do acido graxo desejadekatéo ao total de acidos graxos

quantificados.
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Os procedimentos de extragéo, saponificacdo afestedio foram realizados
no Laboratério de Bioquimica Nutricional (DNS-UF¥)a leitura, no Instituto de

Biotecnologia Aplicada a Agropecuaria (BIOAGRO), ¥igosa, MG, Brasil.

4.10. Expresséo génica dos marcadores de oxidacgudica

A expressdo génica dos marcadores de oxidacatichpfoi medida pela
técnica da cadeia em polimerase (PCR), em temjho rea

Para essa analise, utilizou-se tecido hepaticeedeanimais de cada grupo,
totalizando 24 animais, sendo cada animal avakadaluplicata.

A extracdo do RNA mensageiro (mMRNA) foi feita sed as recomendacoes
da bula do reagente Trizol (InvitrogenEUA), com posterior avaliacdo da
concentracdo e da pureza em equipamento Nanod@@ @hermo Scientifig,
EUA). Consideraram-se aptos para seguimento dasanafjuelas extracbes que
obtiveram uma razdo 260/280, indicativa de pureraade 1,8.

Para obtencdo do DNA complementar (CDNA), segusanas instrucdes do
kit GoScripl™ Reverse Transcription System (A5000, Prorfieg®rasil).
Novamente, a pureza foi avaliada em equipamentooddap 2000 (Thermo
Scientifi®, EUA), considerando-se aptos para seguimento dsanaqueles com
raz&o 260/280 acima de 1,6.

As sequéncias dgmimersutilizados neste estudo foram obtidas da literatura
e checadas no programa BLAST Assembled Genomes I(N@Bmed, EUA). Os
critérios de avaliacdo das sequéncias foram varie oprimer era especifico para
Rattus norvegicysse as sequéncias eram de mRNA e se apresentabaniuca de
100% para o marcador desejado (Tabela 4).

Todos oprimers(IDT®, Brasil) apresentavam concentracéo de 100 pM/mL e
diferenca maxima de 5 °C entre suas temperaturagoddizacdo. Antes do uso, 0s
primersforam avaliados quanto a sua especificidade pelzaadeMelting e em gel
de agarose 1,2%. Buscou-se um Unico pico na curléetting, o que era indicativo
da ndo producdo de dimeros, e também a formac@imndainica banda em gel de
agarose.

A programacédo das reacfes foi de 50 °C por 2 @%rfC por 10 min, 40
ciclos de 95 °C por 10 seg e 60 °C por 30 segC9ao? 15 seqg, 55 °C por 15 seg e
95 °C por 15 seg.
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Tabela 4 — Sequéncia dpsimers utilizados para expressao génica de marcadores
oxidativos em tecido hepatico

N° banco de .
Gene Sequéncia
acesso
PPARw NM_013196.1 Forward: 5"-TCACACAATGCAATCCGTTT-3’
Reverse: 5"-GGCCTTGACCTTGTTCATGT-3"
CPT-1 NM_031559.2 Forward: 5-GGAGACAGACACCATCCAACA -3
Reverse: 5"-AGGTGATGGACTTGTCAAACC-3’
GAPDH NM_017008.3 Forward: 5-GTATCGGACGCCTGGTTAC-3
Reverse: 5- CTTGCCGTGGGTAGAGTCAT-3’
N° nlGmero; PPARx receptor alfa de proliferador de peroxissomo aatyy CPT-1: carnitina
palmitoil-transferase 1A; e GAPDH: gliceraldeidde3fato desidrogenase.

Cada reacéo foi preparada em um volume final del2@ontendo 10 pL de
iTag universal SYBR Green supermix (Bio RacEUA), 2 pL deprimer na
concentracdo de 200 nM/pL e 1 pL de cDNA na comagad de 500 ng/pL. O
restante do volume foi preenchido com agua deawnjec

As andlises foram realizadas em termociclador @zomina®, EUA), e as
quantidades relativas de mRNA foram avaliadas dedaccom o métodaAct. Os
resultados foram expressos em relacdo ao gene emud@GAPDH) e ao grupo
controle.

As etapas de extracdo do mRNA e de obtencdo dA\dDMmM realizadas no
Laboratério de Bioquimica Nutricional (DNS-UFV), qgranto as demais foram
feitas no Laboratério de Imunologia e Virologia flagamento de Biologia Geral-
UFV).

4.11. Analises estatisticas

Os dados foram analisados de acordo com a nowmdalidpelo teste de
Kolmogorov-Smirnov.

A comparacao entre os resultados pré e pés-tratansentro de um mesmo
grupo, foi realizada através do tedtgareado, para amostras com distribuicdo
paramétrica, e do teste de Wilcoxon, para amostras com distribuicdo néo
paramétrica. Havendo diferenca, esta era calc@atta os tempos finais e iniciais.

Posteriormente, analisou-se se havia diferencae eo$ quatro grupos

experimentais. Para isso, utilizou-se o teste dé&lisan de varianciaofie way
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ANOVA), seguido do teste complementar de compasgd@tiplas de Tukey, para
os dados com distribuicdo paramétrica; e o testerdskal Wallis, seguido do teste
complementar de comparaces multiplas de Dunnis, ga dados com distribuicdo
nao paramétrica.

Valores outliers foram excluidos nas andlises de perfil lipidicoafee de
extracdo de AGCC, chegando-se a um numero amasitnagho de seis animais por
grupo. Contudo, ao considerar esse atual nimersteahocalculou-se o poder do
estudo (MERA et al., 1998), baseado na diferent® @s grupos bacterianos totais,
sendo encontrado um poder de 99,5% (APENDICE B).

Todas as analises estatisticas foram realizadassaftware Package
Statistical System 20.0 for Windows Evaluation Meré6SPSS, 2010), assumindo-se
um p <0,05.

Os resultados foram expressos em média + desdi@papara os dados com
distribuicdo paramétrica, e em mediana + interuatierquartilico, para os dados com

distribuicdo ndo paramétrica.
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5. RESULTADOS

ARTIGO ORIGINAL — Consumo de 06leo de coco virgem mdula a populagcéo
bacteriana deClostridium histolyticum, mas nao altera a expressao de
marcadores de oxidacao lipidica em ratagvistar

Resumo

Introducdo: Com composi¢do rica em acidos graxos de cadeiaam&dicidos
graxos saturados, o 6leo de coco apresenta pdi@acereducdo de peso corporal
devido ao seu metabolismo lipidico caracteristis@&m disso, o0 consumo de
diferentes concentracdes e fontes lipidicas podar l@ modulagdo da microbiota
intestinal e, desse modo, influenciar um quadrand@utencdo da eutrofia ou de
ganho de pes®bijetivo: Avaliar os efeitos do consumo de diferentes cotmagdes
de 6leo de coco virgem sobre a microbiota intesténa metabolismo lipidico.
Metodologia: Ratas fémea¥Vistar foram divididas em quatro grupos (n = 8) e
alimentadas com trés diferentes concentragfeseded® coco (10,4%, 50% e 95%
da fonte lipidica da dieta) e com Gleo de sojaadier 10 semanas. A microbiota
intestinal foi avaliada em relacdo aos grupos biactes Bacteroides-Prevotella
Bifidobacteriumgenes,Clostridium histolyticume Lactobacillus-EnterococcusA
excrecdo de Aacidos graxos de cadeia curta e ol pgfilico fecal foram
quantificados, e a expressao génica dos marcaderexidacdo lipidica PPAR e
CPT-1 foi determinadaResultados Observou-se reducdo na populacdo de
Clostridium histolyticume de bactérias totais no grupo G4 em relacdo agpGl

0,007 e p = 0,018, para as populacéesChisstridium histolyticume de bactérias
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totais, respectivamente) e no grupo G4 em relagd@2a(p = 0,001 e p = 0,046, para
as populagbes d€lostridium histolyticume de bactérias totais, respectivamente).
Diferentemente dos demais, o0 G4 se diferiu em d@elag distribuicdo dos grupos
bacterianos, com reducéo na populaca€ldstridium histolyticumem relacdo a de
Bacteroides-Prevotellgp = 0,006). Quanto a excre¢cdo de AGCC, observou-se
menor excrecdo de acido butirico no grupo G4 eacéel ao G3 (p = 0,0038) e,
quanto ao perfil lipidico fecal, notou-se menorregéo de C14:0 no grupo G4 em
relacdo aos demais (p = 0,001). Nao foram encaradderencas na excrecao de
acidos graxos saturados e na expressdo dos gemd’-oPRe CPT-1 entre os
diferentes tratamento€onclusdo Os resultados apontaram para um possivel efeito
modulador benéfico do 6leo de coco virgem sobreacaofmiota intestinal. Contudo,
nao foi possivel identificar qual € a concentrad@mleo de coco virgem ideal de ser
consumida, considerando os beneficios relacionadosodulacdo da microbiota

intestinal e ao metabolismo lipidico.

Palavras-chave Oleo de coco virgenGocos nuficera., acidos graxos de cadeia

média, microbiota intestinal, metabolismo lipidico.
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Abstract

Introduction : With a composition rich in medium chain fatty d&iand saturated
fatty acids, coconut oil has potential to reducedybaveight due to its lipid
characteristic. In addition, the consumption offedé#nt concentrations an lipid
sources may lead to modulation of the intestinalratiiota, and thereby influence a
maintenance of eutrophic or weight gaibjective: To evaluate the effects of the
consumption of different concentrations of virgioconut oil in the intestinal
microbiota and lipid metabolismMethods: FemaleWistar rats were divided into 4
groups (n = 8) and fed with three different concatiins of coconut oil (10.4%,
50% and 95% of the dietary lipid source) and sogbe#, for 10 weeks. The
intestinal microbiota was evaluated in relationthe bacterial groupBacteroides-
Prevotellg Bifidobacterium genes, Clostridium histolyticumand Lactobacillus-
EnterococcusThe excretion of short chain fatty acids andfdwal lipid profile were
quantified, and the gene expression of lipid oxatatmarkers PPAR and CPT-1
were evaluatedResults The study presented a power of 99.5%. It was robdgea
decrease in the population Gfostridium histolyticumand total bacteria among G1
and G4 (p=0.007 and p=0.018, respectivelyClostridium histolyticumand total
bacteria ) and among G2 and G4 (p=0.001 and p=pr@4pectively taClostridium
histolyticumand total bacteria). Differently from the othe®s! differed in relation to
the distribution of bacterial groups, with a deseea@ the population of Clostridium
histolyticum in relation to the population of Bac®les-Prevotella (p = 0.006). As
for the excretion of AGCC, there was lower excretid butyric acid in the G4 group
compared to G3 (p = 0.0038) and, in relation to féwal lipid profile, there was
lower excretion of C14: 0 in the G4 group in redatto (P = 0.001). . No significant
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differences were found in the excretion of satwrdgty acids and in the expression
of the PPARe and CPT-1 genes among the different treatmeé@dsclusion The
results showed that virgin coconut oil may havesgme positive modulating effect
on the intestinal microbiota. However it is not gibge to identify the ideal
concentration of coconut oil to be consumed, fordbiés related to modulation of the
intestinal microbiota and lipid metabolism.

Keywords: Virgin coconut oil,Cocos nuficerd.., medium chain fatty acid, intestinal

microbiota, lipid metabolism.

Introducao

Diferentemente dos demais 6leos vegetais, 0 Olemde apresenta elevada
concentracdo de acidos graxos de cadeia média (AGEMe acidos graxos
saturados (AGS) (ASSUNCAO et al., 2009; MARINA &t 2009). Contudo, apesar
de sua composicdo, estudos relatam que o consusse @éeo pode resultar em
melhora de parametros relacionados a obesidade tameducédo de colesterol total
e de triglicerideos (ARUNIMA; RAJAMOHAN, 2012; ARUNIA; RAJAMOHAN,
2014; COX et al., 1995; NEVIN; RAJAMOHAN, 2004), remumento do HDL-
colesterol (ARUNIMA; RAJAMOHAN, 2012; ASSUNCAO et.a2009; FERANIL
et al., 2011), na prevencdo da resisténcia insaline da hiperglicemia
(NARAYANANKUTTY et al., 2016) e na perda de pescSBUNCAO et al., 2009;
COLEMAN et al., 2016; ST-ONGE et al., 2014).

A obesidade é considerada uma doenca multifattkBESO, 2016), e ja se
sabe que individuos obesos apresentam microbiotastimal caracteristica
(CARVALHO et al., 2012; MEMBREZ et al., 2008), o @indica uma associagcao
entre ambos (FERNANDES et al.,, 2014). Assim, agdes do intestino ndo se
resumem aos processos de digestdo, absorcdo e€d&xchdém de ser importante
orgao imunolégico, ele abriga a microbiota intedtimue vem sendo considerada
fator-chave para um metabolismo saudavel (RIAL.e2816; VIANAet al., 2016).

A microbiota pode ser alterada pela fonte (CA@let2014; HIDALGO et
al., 2014) e pela quantidade de lipideo consumit¥a et al., 2014), ou seja, 0S
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lipideos podem atuar como possivel modulador daotmiata intestinal (HEIMAN;
GREENWAY, 2016; VIANA et al., 2016).

Especificamente, quanto ao 6leo de coco, sua ickokc modulatoria pode
estar relacionada a sua composicao rica em AGCHBlagtesenta metabolismo mais
rapido que os demais acidos graxos (FERREIRA gp@l4; COCCIA et al., 2014;
ZENTEK et al., 2011). Contudo, segundo meu conhecto) ndo existem estudos
avaliando o potencial modulatdrio do 6leo de camures a microbiota intestinal, bem
como nédo se sabe se o consumo de diferentes cagdad desse Oleo apresenta
caracteristicas similares ou néo.

Diante do exposto, este trabalho objetivou avad@aro consumo de trés
diferentes concentracdes de Oleo de coco virgenmulaad microbiota intestinal e

modifica a expressao de marcadores de oxidacalckpi

Metodologia

Aspectos éticos e desenho experimental

O projeto deste estudo foi submetido e aprovada Pemissdo de Etica no
Uso de Animais da Universidade Federal de VicogaJVicosa, MG, Brasil, sob
0 nimero de Protocolo®r99/2014. Tratou-se de um estudo experimental cdm 3
ratas fémeas, da linhageWwiistar, provenientes do Biotério Central do Centro de
Ciéncias Biologicas e da Saude da UFV.

Os animais foram divididos randomicamente em quatyrupos
experimentais, com oito ratas cada, que se diferide acordo com a dieta
consumida (Tabela 1): Grupo 1 (G1): consumo deadigintrole AIN-93M
(REEVES et al., 1993); Grupo 2 (G2): consumo dd%0da fonte lipidica da dieta
proveniente de 6leo de coco; Grupo 3 (G3): consdm®0% da fonte lipidica da
dieta proveniente do Oleo de coco; e Grupo 4 (@dhsumo de 95% da fonte

lipidica da dieta proveniente do 6leo de coco.
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Tabela 1- Composicao centesimal das dietas experimentdizagias no estudo

Ingredientes (g) Grupos
1 2 3 4

Amido de milho 46,57 46,57 46,57 46,57
Caseina 14,00 14,00 14,00 14,00
Amido dextrinizado 15,50 15,50 15,50 15,50
Acucar refinado 10,00 10,00 10,00 10,00
Oleo de soja 4,00 3,58 2,00 0,20
Oleo de coco 0,00 0,42 2,17 4,12
Celulose 5,00 5,00 5,00 5,00
Mix mineral 3,50 3,50 3,50 3,50
Mix vitaminico 1,00 1,00 1,00 1,00
L-cistina 0,18 0,18 0,18 0,18
Bitartarato de colina 0,25 0,25 0,25 0,25
Peso final 100,00 100,00 100,17 100,32
Kilocalorias totais 37,66 37,66 37,66 37,66

Dietas baseadas na recomendacéo AINDRtas (g/100 g). A caseina continha acima de 85% de
proteina. g: gramas.

A duracdo do experimento foi de 10 semanas, eengsdodo 0s animais
foram mantidos em gaiolas individuais, em ambienta temperatura entre 21 °C +
1 °C e fotoperiodo de 12 horas. Agua destiladeeta doram ofertadaad libitum
Apos esse periodo, os animais foram submetidopum jde 12 horas, anestesiados
com isoflurano 3% (Isoflorirffe Cristalia, Brasil), utilizando-se circuito simpleom
fluxdmetro acoplado a um cilindro de oxigénio, atéde, sofreram eutanasia. O
processo foi realizado em consonancia com o Comdeltional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONSEA, 2008). Coletaranfesges e conteudo cecal,
armazenados a -20 °C e -80 °C, respectivamenteci@ot hepatico, lavado com
solucédo salina tamponada com fosfato 10 mM (PB&yneazenado envolto em
papel-aluminio, a-80 °C.

O experimento foi realizado no Laboratério de M@ Experimental do
Departamento de Nutricdo e Saude da UFV.

Origem e composic¢ao dos Oleos-teste

O oleo de coco prensado a frio foi adquirido, goacdo, da empresa Dr.
Organico (Porto Feliz, SP, Brasil), e o 6leo deas@oya, BUNGE, Brasil) foi
comprado no comércio local (Vicosa, MG, Brasil).
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A composicdo dos Oleos (Tabela 2) foi determinadalaboratorio de
Bioquimica Nutricional do Departamento de Nutrigh8aude da UFV, por meio de

metodologia previamente padronizada (ROSA et @l.2p

Tabela 2 — Perfil de acidos graxos dos oleos-té#izados no estudo

Acido graxo Oleo de coco Oleo de soja
C8:.0 5,22 -
C10:0 541 -
C12:.0 51,64 -
C14:0 19,86 0,04
C16:.0 8,82 10,57
C18:0 3,04 4,90
ci18:1 5,10 24,10
ci18:2 0,70 52,0
Cc18:3 - 5,86
Total AGCM 62,27 -
Total AGCL 37,60 100
Total AG saturado 94,03 15,55
Total AG monoinsaturados 5,12 24,16
Total AG poli-insaturados 0,69 58,43

C8:0 = acido caprilico; C10:0 = acido caprico; @12:acido laurico; C14:0 = 4cido miristico; C16:0

= acido palmitico; C18:0 = &cido estearico; C18:4cido oleico; C18:2 = acido linoleico; C18:3 =

acido linolénico; AGCM = acidos graxos de cadeiaianieAGCL = acidos graxos de cadeia longa; e
AG = acidos graxos. Valores expressos em percefitjal

Caracterizacdo da microbiota intestinal

A caracterizagcdo da microbiota intestinal foi izsda pela técnica delow
Cytometry-Fluorescent In Situ Hybridizatigrlow-FISH), adaptada de Collado et
al. (2008) e Grzekowiak et al. (2012).

Sondas (Alpha DNA Canadd) (Tabela 3) foram utilizadas para hibaidizs

grupos bacterianos desejados.
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Tabela 3 — Descricdo das sondas utilizadas noestud

Grupo bacteriano Identificacdo Sequéncia Corante
sonda

Bactérias totais Eub338 GCTGCCTCCCGTAGGAGT FITC
Bifidobacteriumgenes Bif164 CATCCGGCATTACCACCC Cy5
Bacteroides-Prevotella Bac303 CCAATGTGGGGGACCTT Cy5
Clostridium histolyticum Chis150 TTATGCGGTATTAATCTYCCTTT Cy5
Lactobacillus- Lab158 GGTATTAGCAYCTGTTTCCA Cy5
Enterococcus

FITC: fluoresceina; e Cy5: carbocianina 5.

Todas as amostras foram duplamente marcadasivabpt identificar tanto
bactérias totais quanto o grupo bacteriano deesser As sondas apresentavam
concentracdo de 50 ng/uL e marcacdo com fluoréfmmo terminacdo 5°. A
temperatura de hibridizag&o foi de 50 °C.

A leitura das amostras foi realizada em citomdedluxo (BD FACS Verse,
BD®, Estados Unidos), com detec¢éo de 50 mil evergosggundo, em fluxo baixo,
no Nucleo de Microscopia e Microanalise da UFV.

A andlise dos dados foi feita com o auxiliostdtwareFlowJo, verséo vx 0.7
(FLOWJO, 2014), analisando-se os dados tanto emreslpercentuais (analise

qualitativa) quanto em valores absolutos (analisntitativa).

Quantificacdo dos acidos graxos de cadeia curta @onteudo fecal

A determinacado dos acidos graxos de cadeia cufBL(@) foi realizada com
amostras do conteudo fecal, através de metodddaigiptada de Zhao et al. (2006).

Para a leitura dos resultados, utilizou-se crograté liquido de alta
eficiéncia (HPLC) (SPD-20A VP, Shimadzwapao), a 210 nm. Os AGCC foram
separados em coluna capilar (modelo VP-ODS/C8/Rhshjmadz(, Japdo), com
150 por 4,6 mm. O volume injetado de amostra foi8@eul, o fluxo de 0,6
mL/minuto, a pressao de gas nitrogénio de 37 ktgngperatura do forno de 25 °C e
a fase movel de 1% de acido ortofosférico em agsae processo foi realizado no
Laboratorio de Analises Clinicas do Departamentblaieicdo e Saude da UFV.

A identificagcdo e quantificacdo dos AGCC foramaeimediante comparagao
com o tempo de retencdo dos padrdes de acidox@cetiopibnico e butirico
(Sigma-Aldrict?, EUA).
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Determinacao do perfil lipidico fecal

O perfil lipidico fecal foi determinado através detodologias adaptadas
(ROSA et al., 2012) de Folch et al. (1956), paext@acdo; e de Hartman e Lago
(1973), para saponificacéo e esterificacdo doddips.

A leitura foi realizada em cromatégrafo a gas (CG€Elass, Shimadzu®,
Japao), com coluna cromatografica capilar de sflindida SP-2560 (biscianopropil
plysiloxane SP-2560), de 30 m de comprimento e &bde diametro, no Instituto
de Biotecnologia Aplicada a Agropecuaria, Vigcos&; NBrasil.

A temperatura inicial de leitura foi de 150 °C, ctama de aquecimento de 4
°C por minuto até atingir a temperatura de 220ARQemperatura do injetor foi
mantida a 200 °C e a do detector, a 240 °C.

A identificacdo e quantificacdo dos acidos graxmsmrh feitas através de
comparacao com o tempo de retencdo do padréao tieranie acidos graxos (FAME
— Supelco TM de C4:0 a C24:0, Sigma-AldficEUA).

Expressdo de marcadores de oxidacéo lipidica

A expressdo génica hepatica dos marcadores deagdixidlipidica foi
determinada pela técnica da cadeia em polimeraSR)(lBm tempo real, em seis
animais de cada grupo, em duplicata.

A extracdo do RNA mensageiro (mMRNA) foi feita sedu as recomendacoes
da bula do reagente Trizol (InvitroderEUA) e a obtencdo do DNA complementar,
através de instrucdes do “kit” GoScfiptReverse Transcription System (A5000,
Promeg4, Brasil). Osprimers(IDT®, Brasil) visaram determinar a expressdo génica
dos marcadores PPAR-CPT-1 e GAPDH (Tabela 4).

Cada reacdo teve um volume final de 20 pL, comtebd pL de iTaq
universal SYBR Green supermix (Bio RadEUA), 2 pL deprimer na concentracéo
de 200 nM/uL e 1 pL de cDNA na concentracao derisfJdL. O restante do volume
foi preenchido com 4gua estéril.

A programacédo das reacdes foi de 50 °C por 2 8%rfC por 10 min, 40
ciclos de 95 °C por 10 seg e 60 °C por 30 segC9%0f 15 seg, 55 °C por 15 seg e

95 °C por 15 seq, sendo a fluorescéncia detectaaaltimo ciclo.
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Tabela 4 — Sequéncia dpsimers utilizados para expressao génica de marcadores
oxidativos em tecido hepatico

N° banco de .
Gene Sequéncia
acesso

PPARe. NM _013196.1 Forward: 5-TCACACAATGCAATCCGTTT-3’
Reverse: 5"-GGCCTTGACCTTGTTCATGT-3"

CPT-1 NM_031559.2 Forward: 5'-GGAGACAGACACCATCCAACA -3’
Reverse: 5-AGGTGATGGACTTGTCAAACC-3’

GAPDH NM 017008.3 Forward: 5-GTATCGGACGCCTGGTTAC-3

Reverse: 5- CTTGCCGTGGGTAGAGTCAT-3’

N°% nlGmero; PPARx receptor alfa de proliferador de peroxissomo aatyy CPT-1: carnitina
palmitoil-transferase 1A; e GAPDH: gliceraldeidde3fato desidrogenase.

As andlises foram realizadas em termociclador @aemina®, EUA), no
Laboratoério de Imunologia e Virologia do Departatoetie Biologia Geral da UFV.
As guantidades relativas de mRNA foram avaliadascdedo com o0 métoddAct.

Anélises estatisticas

A normalidade dos dados foi determinada pelo tekte Kolmogorov-
Smirnov. Para 0os que apresentaram distribuicdovdrica, a comparacao entre 0s
guatro grupos experimentais foi realizada peletdstandlise de varianciang way
ANOVA), seguido do teste complementar de comparagiéltiplas de Tukey; e,
para os dados com distribuicdo ndo paramétricaste trealizado foi de Kruskal
Walllis, seguido do teste complementar de compasagidtiplas de Dunn’s.

Para comparagcdo entre os tempos iniciais e fidaisntervencao, foram
realizados o testepareado, para amostras com distribuicdo pararageio teste
de Wilcoxon, para amostras com distribuicdo naarpatrica.

Valores outliers foram excluidos nas analises de perfil lipidicoafee de
quantificacdo de acidos AGCC, chegando-se a um miamaostral minimo de seis
animais por grupo. Todas as analises estatistizasnf realizadas naoftware
Package Statistical System 20.0 for Windows EvainaVersion (SPSS, 2010),
assumindo-se um p <0,05.

Os resultados foram expressos em média + desdi@papara os dados com
distribuicdo paramétrica; e em mediana * interuatierquartilico, para os dados com

distribuicdo ndo paramétrica.
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Resultados

Este estudo apresentou poder de 99,5%. Para @sideraram-se 0 nimero
amostral de seis animais por grupo e a diferemgafisiativa entre o G1 e o G4, para

bactérias totais, na andlise da caracterizacadatabiota intestinal.

Microbiota intestinal

Houve diminuicdo qualitativa na populagdo @estridium histolyticunmo
G4 em relacédo ao G1 (p = 0,007) e no G4 em relagd32 (p = 0,001). Reducéo
similar também foi observada na populacéo de hastéstais no G4 em relacdo ao
G1 (p =0,018) e no G4 em relagédo ao G2 (p = O0,(HF@ura 1).
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Grupo 1: grupo controle (n = 8); Grupo 2: consuneol®,4% de 6leo de coco (n = 8); Grupo 3:
consumo de 50% de 6leo de coco (n = 8); Grupodsumno de 95% de 6leo de coco (n = 7 para Bac;
e n = 6 para os demais grupos bacterianos); forasideradosutliers valores referentes a mediana
+ 1,5 intervalo interquartilico; BacBacteroides-Prevotella Bif: Bifdobacterium genes; Clos:
Clostridium histolyticumLac: Lactobacillus-Enterococcud otal: somatorio de Bac, Bif, Clos e Lac.
Valores percentuais expressos em média + desvid@padNOVA one wayseguida de tesfgost hoc

de Tukey. Diferencas significativas (p<0,05) forabservadas (*: p = 0,001; *: p = 0,007; *": p =
0,046; e *: p = 0,018).

Figura 1 — Percentual dos maiores grupos bacteri@ao microbiota intestinal de
ratasWistar alimentadas com diferentes concentracdes de @ecodo
virgem.
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Quantitativamente, também houve diferencas no agrylostridium
histolyticumentre o0 G2 e 0 G3 (p = 0,013) e entre 0 G2 e p54 0,027), sendo
observada reducdo na populacdo microbiana a meglidase consumiu maior
guantidade de 6leo de coco virgem (Figura Supleandnt

Ao analisar os grupos-teste isoladamente, obsesgayue no G1, G2 e G3
nao houve diferenca significativa em relacdo aridistdo dos quatro grupos
bacterianos avaliados. Contudo, no grupo G4 nototeducédo na populacado de
Clostridium histolyticum em relagdo a populacdo dBacteroides-Prevotella
(p = 0,006)Figura 2).

30
=
25 { ‘{ —
o Mol BILG ull
9% 15 T T mBac
Bif
10 m Clos
WLac
5
0
Grupo 01 Grupo 02 Grupo 03 Grupo 04
Tratamentos

Grupo 1: grupo controle (n = 8); Grupo 2: consuneol®,4% de 6leo de coco (n = 8); Grupo 3:
consumo de 50% de 6leo de coco (n = 8); Grupodsuwno de 95% de 6leo de coco (n = 7 para Bac;
n = 6 para os demais grupos bacterianos); foramsidermadosutliers valores referentes a mediana +
1,5 intervalo interquartilico; BacBacteroides-Prevotella Bif: Bifdobacterium genes; Clos:
Clostridium histolyticum e Lac: Lactobacillus-EnterococcusValores percentuais expressos em
média * desvio-padrdo. ANOV/Aone way seguida de test@ost hoc de Tukey. Diferencas
significativas (p<0,05) foram observadas (*: p 608).

Figura 2 — Distribuicdo percentual dos maiores gsupacterianos da microbiota
intestinal, de acordo com o consumo de diferemeseantracdes de 6leo
de coco virgem.
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Producéo dos &cidos AGCC do conteudo cecal

ApoOs o periodo experimental, houve menor excrelii@cido acético nos
grupos G1 (p = 0,009), G2 (p = 0,008), G3 (p =9)2G4 (p = 0,001) e de acido
propidnico nos grupos G2 (p<0,001) e G4 (0,006)ntGdo, diferencas entre os
grupos foram observadas apenas no acido butiriqur@- 3), entre 0 G3 e 0
G4 (p = 0,0038).
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Acidos Graxos de Cadeia Curta

Grupo 1: consumo de 6leo de soja como fonte lipi¢ic= 8); grupo G2: consumo de 10,4% de 6leo
de coco (n = 7 para propidnico e n = 8 para aceétisuotirico); Grupo G3: consumo de 50% de 6leo de
coco (n = 7 para propidnico e n = 8 para acétibat&ico); e Grupo G4: consumo de 95% de 6leo de
coco (n = 7 para butirico e n = 8 para acéticoagpipnico). Mddulo da diferenca entre os valores
iniciais e finais, expressos em média + desvio-padieste ANOVAone wayseguido do testpost
hoc Tukey. Diferencas significativas (p<0,05) foransetvadas (*: p = 0,0038).

Figura 3 — Acidos graxos de cadeia curta excret@gdosratasWistar alimentadas
com diferentes concentracdes de 6leo de coco virgem

Perfil lipidico fecal

Apds o periodo experimental, observaram-se dif@®mo perfil lipidico
fecal mediante o consumo tanto de Oleo de sojatqutas diferentes concentracdes
de 6leo de coco (Tabela Suplementar 1). Além degaljando comparativamente o
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consumo dos 0leos para os AGS, observou-se difegggificativa quanto ao acido
miristico (C14:0), com o grupo que consumiu Oleostga apresentando maior
excrecao desse acido que os demais grupos (p 0,00

Para os acidos graxos monoinsaturados (AGMI), ereefo de acido
miristoleico (C14:1) e de acido eicosenoico cisqQ@A9) (p<0001) se diferiu, com
aumento da excrecdo de C14:1 no grupo que cons@B%t de 6leo de coco
(p<0,001). Para os éacidos graxos poli-insaturadeSP{), houve diferenca na
excrecdo de acido linoleico (C18:2) entre os grup@se G4 (p = 0,010), com
aumento da excrecdo no grupo que consumiu maiarntijade de 6leo de coco
(Tabela 5).

Tabela 5 — Perfil lipidico fecal de ratagVistar alimentadas com diferentes
concentracdes de 6leo de coco virgem

Perfil Tecido fecal

lipidico Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 p

C14:0 0,73+0,38 0,36+0,14 0,31+0,25 0,17+0,18 0,001
C15:0 2,95+1,46 2,98+0,56 3,21+0,79 2,83+1,01 0,900
C16:0 3,54+15,04 3,78+5,02 4,51+1,91 2,27+2,71 0,157
C17:0 1,71+0,71 1,18+0,48 1,54+0,55 1,05+0,51 0,106
C18:0 7,036,59 5,90+6,96 8,06+5,43 2,68+2,53 0,324
C20:0 0,49+0,96 0,91+0,37 0,46+0,38 0,31+0,36 0,071
AGS 5,42+30,63 4,77+12,42 7,08+25,60 0,80+2,60 0,080
c14:1 1,31+0,67 1,060,568 1,970,772 3,25+1,4%Y  <0,001
C15:1 6,57+3,20 5,65+1,60 6,26+1,58 5,60+3,08 0,831
C16:1 1,1940,91 0,83+0,41 1,6940,67 1,70+0,94 0,087
ci18:1 15,47+8,19 17,57+1,55 15,23+7,25 15,04+7,20 0,880

C20:1n9 0,24+0,36 1,7940,6% 0,95+0,6% 1,41+0,78  <0,001
AGMI 6,31+23,55 8,91+5,31 11,05+12,38 6,48+5,58 0,220
c18:2 14,95+2 59 13,24+4,2% 17,22+1,8%*  18,29+2,38 0,010
c18:3 1,12+0,51 2,47+11,97 2,41+3,39 1,83+2,36 0,264
C20:2 1,95+1,88 1,31+1,03 0,90+1,01 0,69+1,39 0,117
AGPI 12,93+4,98 12,56+9,33 18,94+5,70 14,76+3,63 0,062

Grupo 1: consumo de 6leo de soja como fonte lipidic= 8, exceto para C18:2, C18:3 e C20:1n9,
em que n =7 ); Grupo G2: consumo de 10,4% dedderoco (n = 8, exceto para C18:1, em que n =
7); Grupo G3: consumo de 50% de 6leo de coco (n ex8eto para C16:0, C17:0, C18:2, C18:3,
C20:0, C20:1n9 e C20:2, em que n = 7); Grupo GAsamo de 95% de 6leo de coco (n = 8, exceto
para C14:0, C16:0, C18:0, C18:3, C20:0, AGS, emmyu€r); AGS: acidos graxos saturados; AGMI:
acidos graxos monoinsaturados; AGPI: acidos grprtisnsaturados; C14:0: acido miristico; C14:1:
acido miristoleico; C15:0: acido pentadecanoico5:@1acido pentadecanoico cis 10; C16:0: acido
palmitico; C16:1: acido palmitoleico; C17:0: &cigentadecanoico; C18:0: &cido estearico; C18:1:
acido oleico; C18:2: acido linoleico; C18:3: acidmlénico; C20:0: acido araquiddnico; e C20:1n9:
acido eicosenoico cis 11. Valores expressos em am#diesvio-padrdo ou mediana + intervalo
interquartilico. Letras diferentes na mesma linidicam diferencas entre os grupos (p’'<0,05; Teste
ANOVA seguido do Tukey e daeste Kruskal Wallis).
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Expressao de marcadores de oxidacéo lipidica

N&o se observaram diferencgas significativas naesgpo dos genes PPAR-
e CPT-1 entre os quatro grupos-teste avaliados.

Discussao

A auséncia de diferencas entre trés dos quatrpogribacterianos da
microbiota intestinal pode ser explicada pelo fdéoa composicdo da microbiota
intestinal ser mais influenciada pelos carboidrato® foram fornecidos igualmente
a todos os grupos-teste. Afinal, os carboidratas ¢épotencial de promoverem a
fermentacdo microbiana e, com isso, modificarentepda microbiota intestinal
(BAUER et al., 2006). Contudo, para o grupo baateriClostridium histolyticum
observou-se redugao no G4 em relagcdo aos demg@assgreste. Similarmente, ao se
analisar o grupo G4 separadamente, também se ohsemenor populacdo de
Clostridiumhistolyticumem relacdo ao gruggacteroides-Prevotella

Resultado semelhante foi encontrado por Hanczat@wsolaboradores, que
observaram reducgéo significativa na populacdo Cliestridium perfringens no
conteudo cecal de porcos recém-desmamados que nuioasu acido caprilico
(C8:0), um AGCM presente no 6leo de coco (HANCZAKOKA et al., 2016)

O grupo Clostridium histolyticum juntamente com o grupbactobacillus-
Enterococcusfaz parte do filo Firmicutis, e, em estudos aadio a microbiota
intestinal, através de técnicas de metagendmidapliservado que os obesos
apresentaram maior populacdo desse filo que osfieos (LEY et al., 2006;
TURNBAUGH et al., 2006). Desse modo, entende-seoquensumo de 95% de 6leo
de coco virgem modulou positivamente a microbiatastinal, devido a diminuicédo
da populacdo de um grupo bacteriano do filo Firtrscu

Esse resultado corrobora estudos anteriores, eno @leo de coco resultou
em melhora de parametros relacionados a obesidaa® reducdo do perimetro da
cintura e aumento do HDL colesterol (ASSUNCAO et 2009; CARDOSO et al.,
2015). Contudo, neste estudo também se avaliou upogtactobacillus-
Enterococcusnéao tendo sido observadas diferencas signifasitem relacdo a esse

grupo. Assim, seria interessante também realizaraliacéo de espécies bacterianas
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de ambos os grupos, a fim de identificar espécsg@nicas e obter um resultado
mais completo em relacdo a essa tematica.

O metabolismo dos AGCM presentes no 6leo de cdogem também
poderia ser considerado fator positivo para indiggdobesos. Segundo a literatura, o
Oleo de coco é rapidamente metabolizado e apres&ita taxa de catabolismo do
que de esterificacdo, ou seja, 0 Oleo de coco emE@esmenor propensdo de se
armazenar no tecido adiposo (BAUER et al., 200(RREIRA et al., 2014; RIAL et
al., 2016). O dleo de coco virgem utilizado nestieido apresenta aproximadamente
19% de acido miristico, com a ressalva de que ipaBiente se observou menor
excrecdo de C14:0 nos grupos alimentados com @&emdo virgem, 0 que sugere
que os animais alimentados com esse Oleo tiveram axidacdo mais eficiente
desse acido graxo. Contudo, ndo foram observadeenitas significativas ao se
compararem a expressao génica hepatica de marsatboxidacao lipidica, ou seja,
0 Oleo de coco virgem, independentemente de suaeotmacdo, ndo foi
metabolizado mais rapidamente que o 6leo de soja.

Resultado similar foi obtido por Clevenger e coladores, que nao
encontraram diferengcas no efeito térmico da refegda oxidagdo dos substratos
energéticos, em um estudo do tipoossover com mulheres obesas, na pré-
menopausa, que consumiram refeichegh fat ricas em AGS, AGMI e AGPI.
Apesar de neste estudo o 0leo de coco ter sidoasntahstituintes da refeicao rica
em AGS, ele ndo se diferiu dos demais 6leos quamtmetabolismo pds-prandial
(CLEVENGER et al., 2015).

Os AGCM apresentam potencial antimicrobiano (PENGNG, 2014; RIAL
et al., 2016), devido a sua capacidade de cawssae ldesestabilizacdo da membrana
celular (BAUER et al., 2006). Contudo, neste estndo foram avaliadas espécies
bacterianas patogénicas, ndo se podendo afirmao qusumo de 6leo de coco
virgem foi positivo em relacdo a essa caractedstic

O que se observou foi que, apesar de auséncidellengas estatisticas nos
gruposBacteroides-PrevotellaBifdobacteriumgenes d.actobacillus-Enterococcuys
houve reducdo no percentual microbiano de bactéotss, & medida que se
aumentou o consumo de 6leo de coco virgem, o quk per indicativo da
capacidade antimicrobiana dos AGCM desse 0leo.

Esse resultado também pode ser indicativo de uatulacado negativa, com

perda de diversidade microbiana causada pelo cansen®5% da fonte lipidica da
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dieta advinda de Oleo de coco virgem. Logo, uma gae a diversidade da
microbiota intestinal é determinada pela diversédalimentar e individuos saudaveis
possuem maior diversidade microbiana (BAUER et &Q006; HEIMAN;
GREENWAY, 2016), o uso de diferentes fontes lipdi@ mais interessante que a
restricdo a uma unica fonte.

Um dos indicativos de uma microbiota intestinaldsevel € a producéo de
AGCC, uma vez que estes atuam como combustivelgsactalonécitos, mantendo a
barreira gastrointestinal seletiva e integra (Ré&&lal., 2016).

Neste estudo, observou-se reducdo na producaG@€ apos o consumo de
diferentes concentracées de 6leo de coco virgemueoé negativo, visto que os
AGCC sédo importantes metabdlitos participantes decgssos fisiologicos em
diferentes Orgdos corporais (McFARLANE; McFARLANREQ11). Contudo, os
resultados sdo controversos, ja que o grupo centcoin consumo de Gleo de soja,
também teve reducdo na excrecdo de acido acético.

Em estudo com individuos obesos e eutroéficos,rabaese que os primeiros
apresentaram maior excrecdo de AGCC, o que indiea & menor excrecao
encontrada neste estudo possa ser positiva (FERNESNE al., 2014). Possiveis
explicacbes para esse fato sdo a composicdo daloeta intestinal, que em
individuos obesos apresenta maior proporcédo dd-filmicutis; a baixa capacidade
de absorver e utilizar os AGCC como fonte de eaeegn individuos obesos; e as
proprias caracteristicas da dieta consumida (FERDESIet al., 2014).

Acredita-se que, devido a maior producdo de AGAESsa também haver
maior fermentacdo microbiana e a energia advindsed@rocesso fermentativo
possa contribuir para o maior ganho de peso emitas obesos (TURNBAUGH
et al., 2006). Logo, neste estudo, entende-se auenar excrecao de acido butirico
no grupo que consumiu 95% de 6leo de coco virgedesa a reducédo da populacéo
deClostridium hystoliticum

Hanczakowska et al. (2016) também nao encontrdiarencas na excrecao
de AGCC apds o consumo de AGCM, justificando-sefasd devido a rapida
absorgcéo dos AGCM, o que nao resultou em alteraghesl intestinal.

Em casos de eutrofia, acredita-se que mudancasom@osicao dietética
podem levar a resultados mais rapidos e clarostowans parametros de obesidade,
uma vez que individuos eutréficos ndo apresentamodudades relacionadas a

obesidade (CLEVENGER et al., 2015). Esse fatofjaato porqué de se explicar o
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potencial do 6leo de coco virgem na obesidade resdtedo, realizado com ratos
saudaveis.

Segundo meu conhecimento, positivamente esseaimei estudo a avaliar,
comparativamente, o consumo de diferentes cong@misade Oleo de coco virgem
como possivel modulador da microbiota intestin@mbcomo € o primeiro a
encontrar resultados modulatérios em nivel de grigaaterianos.

Como perspectivas futuras, seria interessanteisanah permeabilidade
intestinal, visto que o 6Oleo de coco virgem, ulitle neste estudo, € composto
majoritariamente por AGS, destacando-se o acidacaC12:0). Acredita-se que
esse tipo de acido pode agir semelhantemente @molipsacarideo (LPS), que é um
constituinte das bactérias Gram-negativas, levanda quadro de inflamacéo por
ativacdo daoll like receptor4 (TLR-4) (ROCHA et al., 2016). Nesse sentido, 0s
AGS podem ter papel modulador maléfico sobre a ahiota intestinal, sendo

interessante futuros estudos nessa tematica.

Conclusao

Os resultados apontaram que o 0leo de coco viqgahe ter algum efeito
modulador sobre o filo Firmicutis, podendo ser smnsumo benéfico para
individuos obesos. Porém, ndo ha evidéncias quifigusm o consumo de
determinada concentracdo de 0leo de coco em detonde outra. Assim, mais
estudos s@o necessarios para avaliar o diferemebodlico desse 6leo em relacdo
aos demais AGCM, bem como o papel do consumo dé&se como agente
antimicrobiano e modulatério da microbiota intesktin

Sugerem-se, portanto, estudos futuros complenemntaos resultados
encontrados que comparem o0 Oleo de coco virgem ap”AGCM, bem como a

analise de espécies bacterianas patogénicas aalise a microbiota intestinal.
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Material Suplementar

30000
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0 N
Bac Bif Clos Lac Total

Grupos bacterianos

Grupo 1: grupo controle (n = 8); Grupo 2: consuraal,4% de 6leo de coco (n = 7 para Bif, n=8
para os demais grupos bacterianos); Grupo 3: canslen0% de 6leo de coco (n =6 para Lac e n =
8 para os demais grupos bacterianos); Grupo 4:ucomsie 95% de 6leo de coco (n = 6 para BiIf,
Clost e Lac; n = 7 para os demais grupos bactesjaRoram consideradasitliers valores referentes

a mediana * 1,5 intervalo interquartilico; Bac: ®acidetes; Bif Bifdobacterium Clos: Clostridiumn

Lac: Lactobacilus Total: somatério de Bac, Bif, Clos e Lac. Valomgressos em média + desvio-
padrdo. ANOVAone wayseguida de testpost hocde Tukey. Diferencas significativas (p<0,05)
foram observadas (*: p = 0,013; e *: p = 0,027).

Figura Suplementar 1 — Composicédo quantitativardamres grupos bacterianos da
microbiota intestinal de rata®istar alimentadas com
diferentes concentracdes de Oleo de coco virgem.
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Tabela suplementar 1 — Distribuicéo do perfil lipidfecal de ratagVistarantes e depois do tratamento com diferentes caacéets de 6leo de

coco virgem

Perfil Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4

Lipidico Inicial Final p Inicial Final p Inicial Final p Inicial Final p
C14:0 0,64+0,04 0,79+1,63 0,180 0,45+0,07 0,62+0,170,109 0,45+0,12  0,57+0,17 0,345 0,47+#0,11 0,45%0,10,753
C15:0 1,15+0,83  4,60+1,00 0,001 1,46+0,51 4,45+0,580,001  1,49+0,22  4,53+0,71 <0,001 1,17#0,57 4,48t0 <0,001
C16:0 20,29+2,02 18,09+0,46 0,254  20,55+2,01 1688 0,003 20,49+0,42 16,17+1,42 0,001 20,08+0,18,874¢1,92 0,272
C17:0 1,03+0,43 2,83+0,68 0,345 0,97+0,29 2,19+0,560,012 0,91+0,23  2,54+0,60 0,028 1,04+0,34 2,0240,40,018
C18:0 14,61+3,94 13,64+2,64 0,911 16,03+6,06 10FF 0,062 16,22+6,44  9,36+0,28 0,93 11,90+1,72 7a41,31 0,993
C20:0 1,03+0,48 0,84+1,72 0,600 1,18+0,60 0,83+0,900,674 1,160,077 0,67#1,04 0,686 0,61+0,16 0,4540,80,612
AGS 39,68+4,35 40,73+1,45 0,574  40,69+6,79  34,66+3,19,10® 40,67+6,79 33,94+1,67 0,116 36,32+2,99 38,18%2 0,154
Cl4:1 1,54+0,54  2,79+0,48 0,021 1,65+0,53 2,62+0,420,007 1,54+0,34  3,19+0,47 0,003 1,36%0,15 4,62&1,3<0,001
C15:1 3,87+1,16  11,61+2,24 0,001 3,65+0,53 9,63#1,6<0,001 3,63+0,73  9,31+0,35 <0,001 3,54+0,62 R02F 0,005
Cl6:1 1,41+0,68 2,48+0,81 0,083 1,54+0,54 2,18+0,380,040 1,35%0,19  2,86+0,85 0,003 1,68+0,35 3,09%0,80,004
C18:1 23,97+2,85 7,51+2,22 0,068 23,63+2,38 5,880, 0,028 25,85+0,96 6,23+0,93 0,068 23,94+3,77 HIF® 0,018
C20:1n9 0,21+0,08  1,67+1,10 ND 0,3340,12 2,05+0,710,001 0,39+0,23 1,38+0,55 0,010 0,35+0,10 1,93+0,58,007
AGMI 31,25+2,52 26,22+3,24 0,043  30,66+3,87 22,5+1,65 01®, 31,08+23,99 23,16+2,58 0,917 30,89+1,66 24,5Uk2 0,018
C18:2 17,722,411 3,68+0,63 <0,001 17,52+3,58 4,241 <0,001 18,90+1,94 2,00+1,90 <0,001 19,97+0,6510£0,51 <0,001
C18:3 1,13+0,20 6,27+8,06 0,753 0,92+0,50 5,71+7,020,092 1,01+0,21  3,01+1,68 0,098 1,41+0,41  3,482,70,056
C20:2 0,62+0,18 2,90+1,16 0,068 1,03+0,14 2,13+0,870,068 0,86+0,33 1,75+0,00 0,285 1,00+0,24 1,6610,40,068
AGPI 19,22+2,15 7,31+2,19 0,001  19,52+4,20 11,67+5,56 00D, 21,22+1,78 5,25¢2,07 <0,001 22,26+1,62 6,752,40,001

Grupo 1: consumo de 6leo de soja como fonte lipidBrupo G2: consumo de 10,4% de éleo de coco;d3BH consumo de 50% de bleo de coco; Grupo G4uwna de
95% de 6leo de coco; AGS: acidos graxos saturai@$]l: acidos graxos monoinsaturados; AGPI: acidmxgs poli-insaturados; C14:0: 4cido miristico; @14cido
miristoleico; C15:0: acido pentadecanoico; C15did@& pentadecanoico cis 10; C16:0: acido palmitie®6:1: acido palmitoleico; C17:0: acido pentadedzn] C18:0:
acido estearico; C18:1: acido oleico; C18:2: adidoleico; C18:3: acido linolénico; C20:0: acideagquidénico; C20:1n9: acido eicosenoico cis 11; N&o determinado.
Valores expressos em média + desvio-padrdo ou meediantervalo interquartilico. Valores de p<0,0%am considerados significativos, segundo testedqulo e teste t de
Wilcoxon



6. CONSIDERACOES FINAIS

Os estudos com 6leo de coco virgem ainda sdo esc&gue se encontra na
literatura sdo muitas pesquisas com AGCM, cujoslltaasos acabam sendo
extrapolados para o consumo de 0Oleo de coco. Aléso,dos estudos avaliam 0Oleo
de coco virgem, 6leo de coco, 6leo de coco refimaddéeo de copra, ndo havendo
padronizacao do tipo de extracédo e processameijee dificulta um consenso com
relacéo aos resultados.

No que diz respeito a capacidade de modular aobiata intestinal, os
resultados sugerem que o Oleo de coco virgem tetengial para modular
positivamente o filo Firmicutis, 0 que € interegsanprincipalmente, para o
tratamento da obesidade. E, quanto ao metabolistéo, se observou maior
capacidade oxidativa para o 6leo de coco virgedicamdo auséncia de capacidade
termogénica e, portanto, auséncia de capacidade nethorar parametros
relacionados a obesidade, o que foi contra ao cantamiscutido na literatura.

Por fim, ndo foi possivel determinar qual a melbancentracdo de 6leo de
coco virgem a consumir, a fim de obter melhoresltados quanto a modulacédo da
microbiota intestinal e a capacidade oxidativa.

Logo, os resultados aqui encontrados indicam utang@l promissor para
futuros estudos relacionando o 6leo de coco virgem a modulagéo da microbiota

intestinal.
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APENDICES



APENDICE A

Célculo do tamanho amostral

Formula proposta por Mera et al. (1998):
N =2X (ta/2 X DP)?

E2
em que:
ta/2 — valor da tabela de distribuicao;
DP — desvio-padrao; e
E — diferenca que se deseja detectar no estudo.
e Valores a serem utilizados para o calculo
Baseline
Média * E grupo 01 Média * E grupo 2 Média = Egpar
formula
Peso (g) 305+9,4 304 £5,0 3045+£7,2
N 9 7 8

E: diferenca; e N: nUmero amostral.
Fonte: GELIEBTER et al., 1983.

ta/2 — 2,998, considerando um poder estatistico de 98%;

DP — SE xVn = 7,2 xV8 = 20,4 g;

E — 30 g, considerando uma diferenca de 20% no gaalp@sb entre animais que
consumiram AGCMrersusAGCL (GELIEBTER et al., 1983).

Logo:
N = 2 x (2,998 x 20.4)= 8,3— oito animais por grupo
30
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APENDICE B

Céalculo do poder do estudo baseado nos dados eadosit

Formula proposta por Mera et al. (1998):
N =2X (ta/2 X DP)?

EZ

em que:
ta/2 — valor da tabela de distribuicao;

DP — desvio-padréo;

E — diferenca que se deseja detectar no estudo; e

N — nUimero amostral.

e Consideraram-se o0 numero amostral de seis animaigliéerenca qualitativa
para 0s grupos bacterianos totais entre o G1 e o0 HSda diferenca foi
significativa (p = 0,018). Valores a serem utiliaagbara o célculo:

DP G4— 7,4852

E — 80,638 —61,417 = 19,221

N— 6

Logo:
6=2x (/2 x 7,4852)=4,44
19,22%
Para um grau de liberdade de 5 e um N de %= 0,005— 99,5% de poder
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APENDICE C

Figura suplementar:

Quadrante 2: Referente ao grupo

1 bacteriano de interesse.
w0 49
3391

P > Gate delimitando o grupo
< 107 bacteriano duplamente marcado.
3" ]
< 10° 7 \ Nucleo mais a direita: Referente a
. 3 239 ~ P
3 * \ populagédo de bactérias
& 5 duplamente marcada.
g 1073

0 Valor percentual do grupo

0 bacteriano delimitado.
T T \
2 4
10 10° 10

Nucleo mais a esquerda:
Comp-FITC-A: FITC-A Referente a populag3o de
bactérias totais.

Quadrante 4: Referente ao
controle negativo

Em que Q1: Primeiro quadrante; Q2: Segundo quasiraDB: Terceiro quadrante; Q4: Quarto
guadrante; Cy5: corante carbocianina 5; FITC: derélnoresceina; e Clostlostridium histolyticum.

Figura suplementar 1 — Identificacdo dos composgpéea determinacdo dos grupos
bacterianos de interesse.
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ANEXO A

Aprovacao pelo Comité de Etica em Experimentacémah

CERTIFICADO

A Comissdo de Ftica no Uso de Animais - CEUA/UFV certifica que o processo
n” 99/2014. intitulado “Avaliagho dos efeitos metabélicos da substituigdo parcial da
fonte lipidica da dieta por dleo de coco extravirgem (cocos nucifera L.) em ratas
adultas f€meas"”, coordenado pela prolessora Mana do Carmo Gouvera Peluzio do
Departamento de Nutricio & Saide, estd de acordo com a Legistacio vigente (el N°
11794, de 08 de outubro de 2008). as Resolugbes Normativas cditadas pelo
CONCEA/MCTL, a DBCA (Diretniz Brasilawrs de Pratics para o Cuidado e a
Utilizag#o de Animais para Fins Cientilicos ¢ Didaticos) ¢ as Dirctrizes da Pratica de
Fulanasiy - preconizadas pelo CONCEA/MOTIL portanto sendo aprovado por esta
Comissdo em 17/03/2015 com vahdade de 12 mescs.,

CERTIFICATE

The Cthic Committee m Amimal Lse/UIV certify that the process number
99/2014, named * Lvaluation of the metabolic elfeets of partial replacement of lipid
for extra virgin coconut oil (cocos nucifera L.) in adult female rats™, is n agreement
with the a ctual Brazhan legislation ( [.e1 N® 11,794, 2008), Normative Resolutions
edited by CONCLEA/MCTI, the DBCA (Bruzilian Practice Guidcline for the Carc and
Use of Animals [or Scientific Purposes and Teaching) and the Guidelines of Practice
the Luthanasia recommended by CONCEAMOTI therefore heing approved by the
Commuttee on March 17, 2015 valid for 12 months,

¥ _|/lﬂ II'J".-E",_ 4 ‘:_IL;' .;'\--'\-r-' |'!'{J\J .: r" 0 ,H?J:, In';‘: )._.A\/\.\{yh_
ProF. Atima Clemente Alves Zuanon
Presidente
Comissiio de Ftica no Uso de Animais - CEUA/UTV
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