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RESUMO

A obesidade € uma doenca caracterizada pelo excessivo acumulo de gordura corporal que
também pode acometer o sistema hepatobiliar e a satde intestinal. Estratégias nutricionais como
a restricdo calorica sdo essenciais na terapéutica da obesidade. Contudo, outras intervencées
nutricionais vém sendo estudadas devido a dificil manutencéo da restricdo calorica em longo
prazo. Dentre elas, estudos conduzidos isoladamente com o jejum intermitente ou a
administracdo de 6leo de coco na obesidade tem se popularizado devido aos seus efeitos
benéficos na perda de peso e controle metabdlico. No entanto, até 0 momento existe uma lacuna
sobre os beneficios destas intervengdes associadas. Assim, este estudo se propds a avaliar o
efeito do jejum intermitente (JI) associado ou ndo ao consumo de 6leo de coco (OC) sobre o
eixo entero-hepatico de ratos Wistar obesos. Cinquenta machos com £80 dias de idade foram
randomizados em cinco grupos: controle (GC); obeso (GO); e grupos obesos com jejum
intermitente (OJI); com jejum intermitente e administracdo de 6leo de coco (OJIOC) e com
restricdo caldrica (ORC). Os ratos do GO, OJI, OJIOC e ORC foram induzidos a obesidade por
meio de dieta rica em acucares e os ratos do GC receberam racdo comercial por 17 semanas.
Durante as quatro Ultimas semanas, 0s grupos OJI e OJIOC foram submetidos ao jejum de 15
h e ORC a uma restri¢do de 30% do consumo caldrico habitual. Os ratos GC e GO consumiram
dieta ad libitum. O grupo OJIOC recebeu gavagem com 6leo de coco (1000 mg/kg de peso
corporal), enguanto todos os demais grupos (GC, GO, OJI e ORC) receberam gavagem com
soro fisiol6gico (1mL/dia) também durante as quatro Gltimas semanas de experimento. Foram
avaliados peso, consumo e parametros somaticos antes da eutanasia. Apds a eutanasia foram
analisados: triglicerideos (TG), colesterol total (CT) e fracdes; &cidos organicos e acidos
biliares fecais, intestinais e hepaticos; analises histologicas do intestino e figado e contagem de
grupos bacterianos fecais. Os protocolos de JI reduziram as concentragdes séricas de colesterol
total (em média 54,31%), LDL (em média 53,39%) e triglicerideos (em média 23,94%) em
comparacdo ao GO; e o grupo OJIOC apresentou 0 maior HDL (em média 38,73%) em
comparacado a todos 0s grupos. Menor carga metabdlica foi apresentada por OJIOC (em média
28,58 %) e por ORC (em média 48,63 %) em compara¢do aos demais grupos. OJIOC teve
menor excrecao fecal de &cidos organicos, seguido do grupo OJI, em comparagdo aos demais.
O grupo OJIOC apresentou a maior excrecdo fecal de TG e CT, enquanto o grupo ORC
apresentou maior excrecdo fecal de acidos biliares totais. A excrecdo fecal de TG e CT teve
correlacdo positiva com os TG hepaticos (r = 0,83) e CT hepatico (r = 0,79), respectivamente.
OCR mostrou maior excrecdo fecal de &cido propidnico e de &cido latico em comparacdo a
OJIOC e OJI. A contagem de Lactobacillus foi similar entre os grupos, contudo a contagem de
Bifidobacterium foi menor no grupo ORC em comparagdo ao OJI e OJIOC. O intestino e 0
figado ndo apresentaram alteracdes histoldégicas em nenhum grupo. Os protocolos de jejum
associado ao 0Oleo de coco e de restricdo calorica apresentaram os melhores efeitos sobre
parametros do eixo entero-hepatico de ratos obesos.

Palavras-chave: acidos organicos; bactérias fecais; colesterol; dieta rica em acucar; figado;
salde intestinal.



ABSTRACT

Obesity is a disease characterized by the excessive accumulation of body fat, which can also
affect the hepatobiliary system and intestinal health. Nutritional strategies, such as calorie
restriction, are essential in the treatment of obesity. However, other nutritional interventions are
being studied due to the challenging long-term maintenance of calorie restriction. Among them,
studies conducted independently on intermittent fasting or the administration of coconut oil in
obesity have become popular due to their beneficial effects on weight loss and metabolic
control. However, there is currently a gap in understanding the benefits of these combined
interventions. Therefore, this study aimed to evaluate the effect of intermittent fasting (IF), with
or without the consumption of coconut oil (CO), on the enterohepatic axis of obese Wistar rats.
Fifty males rats, approximately 80 days old, were randomized into five groups: control (CG);
obese (OG); and obese groups with intermittent fasting (OIF); with intermittent fasting and
administration of coconut oil (OIFCO); and with calorie restriction (OCR). The OG, OIF,
OIFCO, and OCR rats were induced to obesity through a high-sugar diet for 17 weeks, while
the CG rats received commercial feed ad libitum. During the last four weeks, the OIF and
OIFCO groups underwent a 15-hour fasting period, and the OCR group underwent a 30%
restriction of habitual caloric intake. The CG and OG rats consumed the diet ad libitum. The
OIFCO group received gavage with coconut oil (1000 mg/kg body weight), while all other
groups (CG, OG, OIF, and OCR) received gavage with physiological saline (1 mL/day) also
during the last four weeks of the experiment. Weight, consumption, and somatic parameters
were evaluated before euthanasia. After euthanasia, triglycerides (TG), total cholesterol (TC)
and fractions; fecal, intestinal, and liver organic acids and bile acids; histological analyses of
the intestine and liver; and counting of fecal bacterial groups were analyzed. The IF protocols
reduced serum concentrations of total cholesterol (on average 54.31%), LDL (on average
53.39%), and triglycerides (on average 23.94%) compared to OG, and the OIFCO group
showed the highest HDL (on average 38.73%) compared to all groups. OIFCO presented a
lower metabolic load (on average 28.58%) and OCR a lower metabolic load (on average
48.63%) compared to other groups. OIFCO had lower fecal excretion of organic acids, followed
by the OIF group, compared to the others. The OIFCO group showed the highest fecal excretion
of TG and TC, while the OCR group showed higher fecal excretion of total bile acids. Fecal
excretion of TG and TC had a positive correlation with hepatic TG (r = 0.83) and hepatic TC (r
= 0.79), respectively. OCR showed higher fecal excretion of propionic acid and lactic acid
compared to OIFCO and OIF. The count of Lactobacillus was similar between groups;
however, the count of Bifidobacterium was lower in the OCR group compared to OIF and
OIFCO. The intestine and liver showed no histological changes in any group. Intermittent
fasting protocols associated with coconut oil and calorie restriction demonstrated the best
effects on parameters of the enterohepatic axis in obese rats.

Keywords: cholesterol; fecal bacteria; high-sugar diet; intestinal health; liver; organic acids.
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1 INTRODUCAO

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) define a obesidade como uma doenca
caracterizada pelo acumulo anormal ou excessivo de tecido adiposo provocando prejuizo a
salde do individuo, como mortes prematuras, perdas na qualidade de vida e limitacGes
funcionais (Bhaskaran et al., 2018; OMS, 2021). A obesidade representa atualmente um dos
mais preocupantes problemas de satde enfrentado pela humanidade, sendo considerada uma
epidemia mundial com estimativa de em 2025 atingir 700 milhdes de individuos da populacao
mundial (Krystoszer et al., 2019). Além disto, no Brasil segundo a Pesquisa Nacional de Satde
(IBGE, 2019), entre 2003 e 2019 mais que dobrou a incidéncia da obesidade na populacéo
adulta e brasileira passando de 12,2% para 26,8%.

A obesidade ¢ uma doenca determinada por variados fatores etioldgicos, como
inatividade fisica, aumento da ingestdo caldrica (Bliher et al., 2019), influéncias genéticas,
psicoldgicas, culturais e comportamentais (Cockerham, 2022; Hemmingsson et al., 2023).
Especialmente estratégias associadas a modificagdes no estilo de vida e comportamento,
alteracdes nos habitos alimentares e atividade fisica comp&em um tratamento mais eficiente e
eficaz no combate a obesidade e suas comorbidades (Paccosi et al., 2020).

Estudos anteriores indicam que o consumo de dietas com alto teor de aguUcares, como
mono e dissacarideos, favorece aumento da absorcdo e fermentacao coldnica de polissacarideos
normalmente pouco digeriveis (por exemplo, grandes polissacarideos, acticares nao absorvidos
e alcoois), que resultam em diferentes tipos e concentrac@es fecais de acidos graxos de cadeia
curta (AGCCs) e, por sua vez, diferentes efeitos locais e sistémicos (Bruel et al., 2011; Vajro
et al., 2013). Em condicdes fisioldgicas e patoldgicas, como na obesidade, ha uma forte inter-
relacdo do sistema hepatobiliar e o intestino (Luoto et al., 2013; Maroni et al., 2020). O figado
é responsavel pela secrecdo biliar com os acidos biliares e bilirrubinas sendo indispensaveis no
processo digestivo de lipidios e vitaminas lipossoluveis e envolvidos na modulacdo da
composicao da microbiota intestinal, especialmente no intestino grosso (Hofmann et al., 2007).
A microbiota intestinal também pode ser um fator influenciador no desenvolvimento da
obesidade, uma vez que uma microbiota intestinal desequilibrada pode resultar no aumento da
permeabilidade intestinal e lipogénese. Assim, a comunicacdo entre sistema hepatico, trato
gastrointestinal e microbiota intestinal ¢ um sistema complexo, bidirecional e de suma
importancia para o entendimento da obesidade e seus tratamentos (Moreira et al., 2012).

Na tentativa de minimizar os problemas de salde relacionados a obesidade é imperativo

o desenvolvimento de abordagens cujas acdes incluem mudancas no estilo de vida, como dietas
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equilibradas, de baixo teor caldrico (hipocaloricas) e atividade fisica regular que também
podem influenciar no processo de emagrecimento (ABESO, 2016; OMS, 2021; ABESO, 2022).
Sendo a restricdo caldrica reconhecida como tratamento nutricional padréo ouro que apresenta
uma acéo efetiva no controle de peso e promocéo da saude em individuos obesos (Langeveld,
2015; ABESO, 2022).

Outras estratégias nutricionais vém sendo aplicadas no tratamento da obesidade, como
0 jejum intermitente que pode ser uma alternativa para alcancar a perda de peso progressiva em
pessoas obesas (Welton et al., 2020). O jejum intermitente € um padrdo alimentar compreendido
em periodos alternados de alimentacdo e jejum prolongado (Rynders et al., 2019). Dentre os
protocolos de jejum mais utilizados, encontra-se o com alimentagdo com restrigdo de tempo,
que consiste na pratica do jejum por algumas horas alternadas com a ingestdo alimentar
(Manoogian; Panda, 2017; Jamshed et al., 2019; Wang et al., 2016).

Estudos com modelos animais apontam efeito do jejum intermitente na manutencao da
salde ao longo da vida e no tratamento de doengas, como a obesidade (Cabo et al., 2019;
Marinho et al., 2019; Li et al.., 2020). Marinho et al. (2019) comprovou que 0 jejum
intermitente de 24 h e 24 h de alimentacdo por 4 semanas influenciou beneficamente o
metabolismo e inflamac&o hepética de camundongos machos que foram alimentados por uma
dieta hiperlipidica, tornando-o um fator coadjuvante no tratamento de distdrbios metabdlicos a
nivel hepatico como a esteatose. Li et al. (2020) observaram que o jejum intermitente diario de
12 h e de 16 h por 30 dias, modulou a composicdo da microbiota intestinal em camundongos
saudaveis. Contudo, até 0 momento existe uma lacuna em relacdo aos efeitos do jejum com
alimentacdo com restricdo de tempo sobre o eixo entero-hepético.

Em paralelo, observa-se na pratica clinica que muitos adeptos do jejum associam este
protocolo com o consumo de alguma fonte lipidica. Nesse contexto, o 6leo de coco (Cocos
nucifera L.) também tem sido alvo de estudo como adjuvante no tratamento da obesidade
(Wallace et al., 2019). Estudo prévio mostra que o 6leo de coco foi capaz de reduzir o indice
de massa corpérea (IMC) e lipoproteina de baixa densidade (LDL) em adultos obesos que
consumiram 12 mL/dia por 45 dias (Vogel et al., 2020). Ademais, apresentou efeito anti-
obesidade e melhorou o metabolismo hepatico de lipidios e a sadde intestinal de ratos induzidos
a obesidade via dieta hipercaldrica. Tais efeitos estdo associados ao perfil de compostos
fenolicos e a alta concentracéo de acidos graxos de cadeia média (AGCM) presentes no 6leo de
coco que estdo envolvidos na reducgdo do tecido adiposo e modulacdo do perfil lipidico e
glicidico, impactando positivamente na perda de peso (Vasconcelos et al., 2022; Vasconcelos
et al., 2023).
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Entretanto, embora o jejum intermitente seja uma pratica comum entre a populagéo, ndo
se tem evidéncias cientificas sobre o impacto do jejum intermitente associado ao consumo 6leo
de coco frente a obesidade. Dessa forma, a execucdo desta dissertacdo teve como objetivo geral,
investigar os efeitos do jejum intermitente associado ou ndo a suplementacdo com 6leo de coco
sobre o eixo entero-hepético de ratos Wistar induzidos a obesidade em comparacao a restricao
calérica. E como objetivos especificos: analisar a resposta do tratamento com o jejum
intermitente associado ou ndo ao consumo de 6leo de coco sobre: a) a concentracdo de
triglicerideos, colesterol total, lipoproteinas de baixa (LDL) e alta densidade (HDL) e indice de
carga metabdlica; b) &cidos biliares hepaticos e fecais dos ratos; ¢) concentragdo de acidos
organicos fecais, hepéticos e intestinais; d) contagem de bactérias fecais e pardmetros

histoldgicos do intestino e figado dos ratos.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 OBESIDADE

A obesidade é uma doenca caracterizada por disturbio nutricional com acimulo anormal
ou excessivo de tecido adiposo sendo um dos mais preocupantes problemas de saide no mundo
devido aos riscos a saude (OMS, 2021). A obesidade danifica 6rgéos e sistemas do organismo,
como o coracdo, figado, rins, articulagdes e sistema reprodutivo causando uma série de doencas
crénicas nao transmissiveis (DCNT), como diabetes mellitus tipo 2, doencas cardiovasculares,
hipertensdo, acidente vascular cerebral, algumas neoplasias e alteragdes mentais (Ryu et al.,
2019).

Ressalta-se que mais de 2,5 milhGes de pessoas morrem a cada ano por causa do
sobrepeso e obesidade, assim essa condicdo toma propor¢des epidémicas (OMS, 2021). Nos
ultimos treze anos, houve aumento de 72% de casos de obesidade em brasileiros de todas as
faixas etarias, dos quais 19,8% da populacéo adulta em estado nutricional de obesidade e 55,4%
com sobrepeso (VIGETEL, 2018; ABESO 2022).

O grau da obesidade € amplamente medido pelo indice de massa corporal (IMC),
desenvolvido por Adophe Quetelet (Machann et al., 2013). Mctigue et al. (2006) constataram
que o diagnostico da obesidade em adultos pode ocorrer através das medidas antropométricas,
como o IMC, uma vez que tem forte relacdo com o estado de saude. Parametros adicionais
como as medidas de circunferéncia da cintura (CC) e de quadril (CQ) e calculo da relacéo
cintura quadril (RCQ) que sédo aplicados como coadjuvantes na antropometria, sendo Uteis na
avaliacdo de risco cardiometabdlico e distribuicdo da gordura (Al-Domi et al., 2019).

O IMC é obtido ao dividir o peso em quilogramas (kg) pelo quadrado da altura em metros
(m2). De acordo com a classificacdo estabelecida pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS,
2017) e por Vecchié et al. (2018), um resultado entre 25 e 29,9 kg/m? indica sobrepeso, de 30
a 34,9 kg/m? corresponde & obesidade grau I, de 35 a 39,9 kg/m? indica obesidade grau Il e um
valor acima de 39,9 kg/m? representa obesidade grau IlI.

O desequilibrio energético ocasionado pelo aumento da ingestdo de alimentos e bebidas
ultra processados, hipercaldricos, ricos em gorduras, agucares refinados e pobres em nutrientes
como as fibras; e ainda, a reducdo da atividade fisica levando ao sedentarismo, resultam num
balango energético positivo crénico (Ladabaum et al., 2014; Heymsfield et al., 2017). Além
desses fatores ambientais, a obesidade sofre influéncias de fatores socioecondmicos e genéticos

(Chooi et al., 2019). Diante dos altos custos de saude envolvidos no tratamento da obesidade
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(Biener Gadde et al., 2018) e pela forte relagdo com o elevado risco para desenvolvimento de
outras DCNT, tem-se buscado inUmeras estratégias preventivas e curativas para a doenca (Inoue
etal., 2018).

O balanco energético positivo é ocasionado pelo maior consumo de alimentos e menor
gasto energético, sendo o excesso de energia estocado sob a forma de triglicerideos no tecido
adiposo (Wang et al., 2016). O aumento do tecido adiposo é estimulado pelos processos de
hipertrofia e hiperplasia dos adipdcitos (Pellegrinelli et al., 2016). O tecido adiposo durante a
fase pos-prandial com auxilio da insulina capta e oxida a glicose e capta acidos graxos
circulantes para producdo de triglicerideos (lipogénese) com consequente desativacdo da
lipdlise nos adipdcitos (Kahn et al., 2000; TavaresS et al., 2021). Neste sentido, é fundamental
entender as implicagdes que a obesidade acarreta no organismo, principalmente na funcao

enterro-hepaética.
2.2 IMPLICAC}OES DA OBESIDADE NA FUNQAO ENTERO-HEPATICA

2.2.1 Funcao hepética e intestinal no contexto saude

A funcéo hepética e intestinal desempenha um papel importante na manutencgéo da satde
global do organismo humano. Exercendo papel essencial em diversas fungdes vitais, incluindo:
metabolizacdo de nutrientes, sintese de proteinas, desintoxicacdo de substancias prejudiciais e
gliconeogénese, responsavel por manter a glicemia durante o estado de jejum (Dufour, 2009;
Liuetal., 2014).

O figado desempenha uma fun¢do importante no metabolismo lipidico, processando 0s
lipidios provenientes da dieta e sintetizando colesterol, triglicerideos e lipoproteinas (Liu et al.,
2014). Também responsavel pela producdo de &cidos biliares a partir do colesterol, que séo
secretados na bile, facilitando a absorcao de gorduras dietéticas e das vitaminas lipossoluveis
(Yip et al., 2021). As enzimas aspartato aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase
(ALT) sdo importantes marcadores da avaliagdo da saude hepatica e quando apresentam
concentracgdes elevada, acima dos valores de referéncia, podem indicar danos teciduais e doenca
no figado (Lippi et al., 2019).

Juntamente com a fungdo hepética, o papel do intestino na homeostase corporal é
essencial & manutencdo de uma microbiota intestinal equilibrada desempenha um papel
fundamental na saude sistémica (Lynch; Pedersen, 2016). A microbiota intestinal é constituida

em cerca de 80 trilhdes de bactérias, formando um sistema complexo que exerce funcdes vitais,
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incluindo a regulacdo do metabolismo do hospedeiro, o funcionamento adequado da barreira
intestinal e a modulagdo do sistema imunoldgico (Wang; Wang, 2016). Existem mais de 100
espécies de bactérias diferentes presentes no intestino, e a quantidade de células bacterianas
supera em cerca de dez vezes 0 numero de células humanas do corpo (Lozupone, 2012).

Em uma situacdo de normalidade, os Firmicutes e Bacteroidetes, dois grupos bacterianos
predominantes no intestino humano, desempenham funcées especificas. Sendo os Firmicutes
responsaveis pela fermentacéo das fibras dietéticas, com a producéo dos acidos graxos de cadeia
curta e regulacdo do metabolismo energético. Por outro lado, os Bacteroidetes estdo envolvidos
na degradacao dos polissacarideos complexos auxiliando na regulacéo do sistema imunolégico
e da inflamacédo. O equilibrio e a diversidade adequados entre Firmicutes e Bacteroidetes sdo
essenciais para garantir uma funcéo intestinal normal (Jandhyala et al., 2015; Ndeh; Gilbert,
2018).

No trabalho desenvolvido por Rosenbaum (2015) foi visto que a microbiota intestinal
participa diretamente no processo de metabolizagdo da energia proveniente da dieta,
especialmente no que diz respeito as fibras dietéticas ndo indigeriveis, compostas por
polissacarideos e oligossacarideos. Esses componentes sdo convertidos pelas bactérias
intestinais em acidos graxos de cadeia curta (AGCC), como o acetato, propionato e butirato. Os
AGCC podem ser absorvidos pelo intestino ou excretados nas fezes. E ap6s a sua absor¢ao, eles
podem induzir a lipogénese, estimulando a producédo de gordura, e aumentar 0 armazenamento
de triglicerideos por meio das vias moleculares especificas. Neste sentido, a microbiota
intestinal tem um papel destacado na regulacdo do metabolismo energético e na manutencéo do
equilibrio energético do organismo.

O intestino e o figado estabelecem uma comunicacéo bidirecional extensiva por meio dos
ductos biliares, da veia porta e do organismo, configurando o eixo intestino-figado ou entero-
hepatico (Tripathi; Debelius; Brenner, 2018; Chopyk; Grakoui, 2020). O figado, além de sua
funcdo como glandula digestiva, desempenha um papel crucial como tecido, recebendo uma
dupla infusdo das artérias hepaticas e da veia porta hepatica. Aproximadamente 80% do
fornecimento sanguineo do intestino passa pelo sistema portal hepatico, caracterizado pela
presenca significativa de produtos bacterianos. O figado possui grande quantidade de células
imunes inatas que respondem a processos de infeccdo por patdgenos que ingressam no
organismo pelo trato gastrointestinal. Em condi¢Ges normais, a manutencao do equilibrio no
eixo entero-hepatico é imprescindivel na preservacéo da adequada funcdo hepatica e intestinal,
uma vez que alteragdes na homeostase intestinal pode acarretar alteracdes no estado

imunologico e favorecendo o desenvolvimento das doencas hepaticas (Berg, 1999; Oda;
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Yokomori; Han, 2003). Essas informagdes ressaltam a importancia do entendimento quanto ao
papel do eixo intestino-figado no contexto da aplicacdo do jejum intermitente associado a

administracdo de 6leo de coco virgem.

2.2.2 ImplicacOes da obesidade na fungéo hepatica e intestinal

Estudos mostram que doencas hepéticas como a doenga hepatica gordurosa ndo alcodlica
(DHGNA) e intestinais como a doencga inflamatdria intestinal sdo comorbidades associadas a
obesidade (Seminerio et al., 2015; Polyzos et al., 2019). A doenca hepética gordurosa ndo
alcoolica apresenta elevado percentual de morbimortalidade, sendo caracterizada como a
progressao da esteatose hepética que é o acumulo exacerbado de triglicerideos nos hepatécitos
advindos da alimentacdo e corrente sanguinea. Na DHGNA ocorre maior lipolise e menor
absorcéo dos acidos graxos livres pelo tecido adiposo subcutaneo.

Por sua vez, a doenga inflamatdria intestinal, a exemplo da colite ulcerativa e da doenca
de Crohn, é caracterizada pela presenca de inflamacdo crénica na mucosa do intestino, cuja
origem ainda nao é completamente compreendida, mas que pode estar associada a obesidade
(Actis et al., 2019; Malekzadeh et al., 2016). A doenca inflamatdria intestinal tem um efeito
pré-inflamatério abrangente e diversos estudos epidemioldgicos apontam que uma proporcao
consideravel, variando de 15% a 40%, dos pacientes com doenca inflamatéria intestinal também
sdo obesos (Seminerio et al., 2015).

A obesidade desempenha um papel no desenvolvimento ou agravamento das doencas
hepaticas e intestinais. Desta forma, € crucial manter a investigacao continua dessa relacao para
obter uma compreensao completa de sua natureza e suas implicagdes clinicas (Kim; Oh; Yoo,
2023).

O trato gastrointestinal € fundamental e responsavel na digestéo e absorcdo dos nutrientes
dos alimentos exercendo papel importante no processo de eliminagéo dos residuos e patdégenos,
como tambeém na manutencéo da diversificagdo da microbiota intestinal (Prochera; Rao, 2023).
Uma alimentacdo desequilibrada como uma dieta hiperlipidica e/ou rica em agucares, em
consonancia a fatores genéticos, idade, sexo e IMC, podem repercutir negativamente na
composicao da microbiota intestinal (Stephens et al., 2018; Tan et al., 2022; Zhou et al., 2023).

A microbiota intestinal desempenha um papel essencial no desenvolvimento e no
controle da obesidade, alem de influenciar a perda de peso. A disbiose, que se caracteriza pelo
desequilibrio da composi¢do microbiana, tem sido associada a patogénese da obesidade (Polliti

et al., 2023), tanto em estudos clinicos quanto em modelos animais (Polliti et al., 2023; Li et
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al., 2022). Esse desequilibrio interfere nos mecanismos envolvidos na homeostase energética,
absorcdo de nutrientes, regulacdo do apetite, vias inflamatorias e até mesmo na producdo de
pequenas moléculas que afetam o metabolismo (Stanislawski et al., 2021).

A disbiose intestinal acarreta danos a barreira intestinal com translocacéo de bactérias
patogénicas e/ou seus componentes como o lipopolissacarideo bacteriano, que causam processo
inflamatorio e oxidativo em nivel sistémico e, danos nos metabolismos lipidico, glicidico e de
acidos biliares (Liu et al., 2017)).

Considerando a disbiose entérica como um biomarcador bem estabelecido para doencas
cronicas, incluindo o excesso de adiposidade e outras sindromes metabdlicas (Bohan et al.,
2019), fica claro que as alteragfes nas comunidades microbianas, resultantes da dieta,
desempenham um papel crucial como fatores regulatorios. A microbiota intestinal é altamente
sensivel as escolhas alimentares e aos habitos do hospedeiro (Wu et al., 2011; Barton et al.,
2018; Bowyer et al., 2018), podendo influenciar significativamente o controle energético do
hospedeiro durante o jejum intermitente (Rong et al., 2021). Um estudo realizado por Crawford
et al. (2009) revelou que o jejum intermitente estimula a expressao da cetogénese hepatica, uma
via metabolica dependente da comunidade microbiana intestinal.

Diante do crescente aumento da obesidade na populagcdo mundial, afetando 650 milhdes
dos adultos, torna-se indispensavel a investigacdo de alternativas eficientes na prevencdo e
tratamento da obesidade e sobrepeso (OMS, 2021), uma vez que séo fatores desencadeantes de
DCNT, como diabetes mellitus tipo 2, doencas cardiovasculares, hipertensdo arterial e
neoplasias (Sowah et al., 2022) e para o agravamento de infec¢des virais, como a COVID-19
(OPAS, 2022).

2.2 TRATAMENTO DA OBESIDADE

Diante do reconhecimento da obesidade como problema de salde publica e suas
implicagdes (Curry et al., 2018), se faz necessario elencar alternativas, como exemplo uma
intervencgdo dietética associada a uma atividade fisica, que colaborem no seu tratamento e/ou
otimizem novas terapias (Flegal et al., 2019) que por sua vez, contribuam com a redugéo da
mortalidade em adultos obesos e a perda de peso (Polyzos et al., 2019).

O tratamento da obesidade é de alta complexidade e um grande desafio devido a
gravidade da doenca (Matias-Pérez et al., 2022). Mesmo as primeiras op¢des de tratamento
sendo as intervencdes na dieta com um plano alimentar saudavel e no estilo de vida

caracterizado pela: diminuicdo da ingestdo caldrica, aumento da atividade fisica, realizacdo de
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terapia comportamental, ainda assim, pode ser ineficazes na obesidade em longo prazo (Alberti,
2019; Hemmingsson et al., 2023). A restri¢do calorica é o protocolo tradicionalmente adotado
na pratica clinica do tratamento da obesidade. Segundo a Associacdo Brasileira para o Estudo
da Obesidade e da Sindrome Metabdlica (ABESO, 2016) a restricdo caldrica consiste na oferta
de uma dieta com 1000 a 1200 kcal/dia com perda de 7 a 13 kg e uma redugdo de 10 cm na
gordura abdominal. Tendo também a recomendacdo da Sociedade Brasileira de Metabologia
(SBM, 2010) que consiste numa reducdo de 500 a 1000 kcal por dia, com 15 a 20%
correspondendo as proteinas, 50 a 55% de carboidratos e até 30% para as gorduras.

Uma das alternativas dietéticas que se tem visto um consideravel aumento na sua préatica
entre a populacdo e a prescricdo por profissionais visando a reducdo do peso € o jejum
intermitente (JI) (Spezani et al., 2020). O JI é uma estratégia alimentar que consiste na pratica
do jejum de alimentos com revezamento de periodos com a ingestdo de calorias, sendo utilizado
no controle do peso em pessoas obesas (Patterson; Sears, 2017).

Outra prética ndo farmacoldgica é a insercdo de alimentos na dieta que apresentem
bioatividade frente a obesidade. Dentre eles, o 6leo de coco que vem ganhando destaque em
estudos clinicos (Oliveira-de-Lira et al., 2018; Vogel et al., 2020; Nikooei et al., 2021) e ndo
clinicos (Zicker et al., 2019; Stroher et al., 2020; Shetty et al., 2022; Vasconcelos et al., 2023)
no combate e controle da obesidade.

2.2.1 Restricdo calorica

A restricdo caldrica é amplamente reconhecida como uma intervencdo nutricional eficaz
no controle de peso e na promogdo da saude. Consiste em reduzir a ingestdo de energia abaixo
do nivel ad libitum, o que significa consumir menos calorias do que 0 necessario para manter o
peso corporal atual, com uma diminuicdo de pelo menos 10% de calorias em estudos clinicos e
geralmente acima de 20% em estudos com roedores (Le Bourg, 2010).

As dietas de baixa caloria (LCD - low calorie diet), de acordo com a Academy of Nutrition
and Dietetics (ADA), sdo geralmente caracterizadas por uma propor¢cdo equilibrada de
proteinas, carboidratos e gorduras em quantidades reduzidas, visando uma ingestdo de energia
geralmente acima de 800 kcal/dia. Para mulheres, é comum que essa faixa de calorias varie de
1.200 a 1.500 kcal/dia, enquanto para homens varia de 1.500 a 1.800 kcal/dia (Raynor,
Champagner, 2016; ADA, 2021).

Essas dietas buscam um déficit energético diario de aproximadamente 500 a 750 kcal, o

que representa uma reducdo de 20% a 30% das necessidades energéticas. Além da restricéo
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caldrica, é recomendada a adocdo de uma abordagem abrangente que inclua mudancas no estilo
de vida, conforme sugerido pela ABESO (2016) e o National Institute for Health and Care
Excellence (NICE, 2020).

A ABESO (2022) destaca a importancia das dietas de baixa caloria no tratamento da
obesidade, recomendando sua implementacdo em conjunto com mudangas no estilo de vida.
Essa abordagem ¢é classificada como Classe de Recomendacdo I, com Nivel de Evidéncia A,
ressaltando a robustez e a confiabilidade das evidéncias que a apoiam.

Portanto, a restricdo caldrica é amplamente reconhecida como uma recomendacéo chave
para o combate a obesidade e a promocéao de um estilo de vida saudavel. Seus efeitos benéficos
na perda de peso e salde metabdlica fazem dela uma estratégia importante para melhorar a
qualidade de vida e prevenir doencas relacionadas ao excesso de peso. Contudo, alguns
individuos tém dificuldades na manutencéo desta estratégia em longo prazo e por este motivo,
outras estratégias dietéticas vém sendo estudadas como tratamento da obesidade (Welton et al.,
2020).

2.2.2 Jejum intermitente: protocolos e repercussoes fisioldgicas

O jejum intermitente (JI) é considerado uma alternativa de estratégia alimentar que
intercala periodos de abstinéncia alimentar com periodos de consumo alimentar por um
determinado tempo (Anton et al., 2018; Marinho et al., 2019).

Dentre os variados protocolos de jejum intermitente, tém-se aquele praticado em dias
alternados com jejuns de 24 h e seguidos com consumo alimentar nas outras 24 h. Também é
praticada a estratégia 5:2 com a préatica da ingestdo alimentar ocorrendo nos 5 dias da semana
intercalando 2 dias de jejum alimentar. Quanto a modalidade de restricdo de duracdo tem-se
praticado jejuns de 20 h com 4 h de alimentacdo; jejum de 16 h com 8 h ou jejum de 15 h com
9 h de alimentacdo (Green; Bishop, 2019). O JI pode ser praticado com diferentes protocolos,
como visto em estudos de modelos clinicos e animais. Os protocolos mais utilizados atualmente
tanto em estudos clinicos e em pré-clinicos sdo exemplificados nos Quadros 1 e 2,
respectivamente.

O JI tem sido associado a uma ampla gama de beneficios para a satde. Estudos indicam
que este protocolo contribui para a reducdo da inflamacdo, desempenhando um papel
fundamental na prevencao de doencas neurodegenerativas e metabdlicas (Gonzalez et al., 2012;
Zhou et al., 2021).
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Recentes estudos tém demonstrado uma relacédo significativa entre o JI e a microbiota
intestinal. Em pesquisa conduzida por Sun (2018) revelou que o JI teve efeitos benéficos na
obesidade em camundongos com disbiose intestinal. Esses resultados sugerem que o jejum pode
promover a saude por meio do microbioma intestinal (Li et al., 2017), influenciando a producéo
de proteinas antimicrobianas, o pH intestinal e a produgdo de muco, fatores que impactam o
crescimento dos microrganismos (Ward; Coates, 1987; Martens; Chiang; Gordon, 2008;
Salzman et al., 2010; Marcobal et al., 2013).



Quadro 1 — Protocolos de jejum intermitente utilizados em estudos ndo-clinicos com roedores
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Referéncia Populagédo Tipo de Protocolo Duracao Resultados
Marinho et al. (2019) Camundongos 24 horas de jejum 4 semanas Reducéo do indice de adiposidade;
alternado com 24 horas de Reduc&o dos triglicerideos e colesterol
consumo total e melhora no grau da esteatose
hepatica.
Li et al. (2020) Camundongos Jejum de 12, 16 e 20 horas 30 dias Alteracdo na composi¢cdo microbiota
intestinal com aumento de
Akkermansia e reducdo de Alistipes
Spezani et al. (2020) Camundongos 24 horas de jejum 4 semanas Reducéo da massa corporal; Reducao
alternado com 24 horas de da glicemia, leptina e aumento da
consumo adiponectina
Soares et al. (2021) Ratos Wistar 15 horas de jejum com 9 4 semanas Modulacéo dos parametros

horas de consumo

comportamentais ansiedade e
depressao; lesdes cerebrais e

intestinais.




Quadro 2 — Protocolos de jejum intermitente utilizados em estudos clinicos
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Referéncia Populagdo Tipo de Protocolo Duracao Resultados

Zouhal et al. (2020) Homens obesos Jejum de 15 a 16 h por dia durante 30 dias Reducéo de IL-6 e TNF-a;
N=28 0 Ramada Melhora na composicdo corporal

Acrciero et al. (2022) Homens e mulheres Jejum 1 dia por semana e jejum de 4 semanas Perda de peso; Reducéo da
obesos 3 dias por semana circunferéncia da cintura, da
N= 20 pressdo arterial e os niveis lipidicos

séricos.
Madkour et al. (2022) Homens e mulheres Jejum diario de 15 h 23- 25 dias no Reducéo do peso; Reducéao da
obesos e diabéticos periodo Ramada circunferéncia da cintura, do

N= 25
Hooshiar, Yazdani e Mulheres obesos e 3 dias alternados de jejum de 16
Jafarnejard (2023) sobrepesos horas com 8 horas de consumo
N= 56

colesterol LDL e aumento do HDL.

08semanas Perda de peso, reducdo da
circunferéncia do quadril, redugéo
do percentual de gordura corporal

Legenda: IL-6 = interleucina 6; TNF-a = Fator de necrose tumoral alfa; LDL = Lipoproteina de baixa densidade; HDL = Lipoproteina de alta

densidade.



25

Na fisiologia do jejum, apds 12 a 36 h, ha reducéo da glicose sanguinea que inicialmente
promove a ativacao da via da glicogendlise acarretando a reducdo do glicogénio hepatico e ha
aumento da lipdlise nos tecidos adiposos, com degradacdo dos triglicerideos formando os
acidos graxos livres e glicerol. O figado utiliza os acidos graxos livres e os glicerois para
producéo de acetil-CoA e piruvato mediante a respectiva ativacdo da via da beta-oxidagéo e
glicolise (Green; Bishop, 2019; Westman et al., 2018).

A acetil-CoA durante o periodo de jejum é direcionada ao processo de sintese dos corpos
cetbnicos (acetoacetato, beta-hidroxibutirato e acetona) (Lorenzo et al., 2013) que sdo
utilizados pelo cérebro como fonte de energia (Westman et al., 2018). Sendo praticado
continuamente, o JI também pode influenciar no processo inflamatério reduzindo marcadores
pré-inflamatorios, como as citocinas fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e IL-6 (Madkour et
al., 2022).

Com a crescente popularidade do JI na préatica do controle alimentar, muitos estudos
clinicos publicados demonstraram seus beneficios, a exemplo da redugdo do peso corporal;
diminuicdo da glicemia, insulina e pressdo arterial; melhora nos perfis lipidicos; reducdo dos
marcadores inflamatdrios e de estresse oxidativo (Ahmed et al., 2021)

No estudo conduzido por Llewellyn-Waters e Abdullah (2021), o JI foi responsével por
alteracdes na composicédo e diversidade da microbiota intestinal de homens e mulheres com
obesidade, destacando-se o aumento de bactérias benéficas a salde intestinal, como as
pertencentes aos géneros Bifidobacterium spp. e Lactobacillus spp. Além disso, o trabalho
realizado por Zouhal et al. (2020) demonstrou que o jejum praticado durante 0 Ramadd, ao
longo de 30 dias, também pode resultar em melhorias na redugdo da composicéo corporal em
homens obesos.

Além disso, no trabalho desenvolvido por Bowen et al. (2018), foi observado que o JI em
dias alternados realizado por 16 semanas em individuos com sobrepeso e obesidade nao
resultou em melhorias no peso. Em um estudo realizado por Li (2019), foi observado que o
jejum intermitente prolongado, com 5 dias consecutivos de jejum seguidos por 5 dias de
alimentacdo livre ao longo de um periodo de 60 dias, pode resultar em prejuizo na funcéo
imunolégica do hospedeiro e reducdo da resisténcia a invasdo bacteriana.

Por outro lado, também foram observados efeitos negativos do JI no organismo, conforme
constatado no estudo realizado por Soares et al. (2021). Nesse estudo, verificou-se que o JI
resultou em lesGes no cérebro e no intestino de ratos saudaveis, com alteragdes histoldgicas
evidentes, incluindo morte neuronal e atrofia das vilosidades intestinais em ratos Wistar

submetidos ao jejum com alimentagdo com restricdo de tempo (15 h de jejum e alimentacao
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por 9 h), ao longo de um periodo de 4 semanas. Assim como Dorand et al., (2023) que
demonstrou o jejum intermitente aumentou os valores de leptina e reduziu a massa magra,
capacidade antioxidante dos musculos séleo e extensor longo dos dedos também em ratos
saudaveis.

Ainda ndo esta claro se o JI proporciona os mesmos beneficios para a microbiota intestinal
e indicadores de saude comparados a restricdo caldrica, como mencionado no estudo de
Angoorani et al. (2021). Muito desta discussdo ocorre devido a diversidade de protocolos de JI
existentes. Portanto, é essencial realizar mais pesquisas para definir protocolos mais eficazes
de JI no contexto da prevencéo e controle da obesidade e suas comorbidades. Além disso, existe
uma preocupacéo sobre a seguranca dos diversos protocolos de JI em longo prazo (a partir de
12 semanas), pois pode potencialmente ter efeitos prejudiciais e ndo cumprir o principio da

beneficéncia, conforme apontado por Munhoz et al. (2020) e Abdellatif e Sedej (2020).

2.2.3 Aplicacéao do 6leo de coco virgem no tratamento da obesidade

O coqueiro é uma planta que pertence a familia Arecaceae e género Cocos L., palmeira
tipica dos paises tropicais e subtropicais, com origem nas ilhas localizadas nos oceanos
Pacificos e Indico e nos paises do sudeste da Asia (Malasia, Filipinas e Indonésia) (Figura 1)
(Lima et al., 2015). No Brasil, pais tropical que destina 280 mil hectares do territério nacional
no plantio do coqueiro sendo destes 80% localizados com predominancia na regido nordeste
(Figura 2), principalmente nos estados da Bahia, Ceara, Sergipe e Pernambuco representando a

mais da metade da producéo nacional de coco (EMBRAPA, 2021).

Figura 1- Registros georeferenciados da espécie Cocos nucifera L. no mundo (1855-2022).

Fonte: GIBF - Global Biodiversity Information Facility (2022).
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Figura 2 — Producdo em toneladas da coco-da-baia (A) e valor da produgdo multiplicado por
R$1000,00 (B) no ano de 2017.

(A)

9-407 [s83-2.677 [2.708-10.967 |[J14.308-61.515 [ 88.246-228.202 Sem informacédo

(B)

13-477.318  [l510.227 -2.832.865 [ 2.962.648-9315912 [15.150.819 - 42.982.117

Bl 51518674 -127.986,011 Sem informacéo

Fonte: IBGE, 2017.

Do fruto do coco € possivel obter a semente chamada de copra (parte seca) que
possibilita a elaboracéo de véarios subprodutos, como leite, coco seco e 6leo; e a extragdo do
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Oleo é feita na copra seca (polpa seca) (Basiron; Yusof; Shahidi, 2005). Sendo assim,
dependendo do processo de obten¢éo aplicado, o éleo de coco virgem é confeccionado a partir
da semente do coco seco com extragdo por meios da prensagem mecanica ou natural com
utilizacdo amena ou ndo do calor, sem ocorrer tratamento quimico (refino), branqueamento e
desodorizagdo; porém, tendo como alternativa, a extracdo Umida que mantém uma maior e
melhor qualidade do 6leo. O 6leo de coco extravirgem € o produto adquirido sem o uso de
aquecimento, a partir da primeira prensagem da polpa do coco (Villarino et al., 2007; Niki;
Noguchi, 2002; Nevin; Rajamohan, 2009).

A composicdo do Oleo de coco virgem é formada por 94,14% de &cidos graxos
saturados, 5,5% de acidos graxos monoinsaturados, 0,83% de acidos graxos poli-insaturados
(Vasconcelos, 2015), e presenca de substancias com acdo de antioxidantes como a vitamina E,
e polifendis (Nevin; Rajamohan, 2004).

Entre os acidos graxos saturados presentes no 6leo de coco virgem (compostos por
94,14% do total), os principais componentes sdo 50,78% de &cido laurico (C12:0), 8,03% de
acido palmitico (C16:0), 18,32% de acido miristico (C14:0) e 6,43% de acido caprico (C18:0).
Quanto aos &cidos graxos monoinsaturados, o destaque € para o acido oleico (C18:1), que
corresponde a 4,99% do total. No grupo dos &cidos graxos poli-insaturados, o &cido linoleico
(C18:2) esté presente em 0,83% (Vasconcelos et al., 2015).

O oleo de coco apresenta concentracBes elevadas dos acidos graxos de cadeia média
laurico (C12:0), acido caprilico (C8:0), acido caprico (C18:0) e acido caprdico (C6:0) é visto
que esses acidos podem atuar diretamente na prevencdo de doencas inflamatdrias intestinais,
doencas cardiovasculares e neoplasias (Pant et al., 2023). O acido laurico tem acdo
antimicrobiana e antiviral, como também é uma substancia de alta digestibilidade (Mansor et
al., 2012). Além disso, os acidos graxos de cadeia média, 0s quais contém de 6 a 12 carbonos
em sua estrutura quimica, apresentam acdo benéfica sobre a saide do intestino, uma vez que
rapidamente sdo absorvidos e assim participam diretamente do aumento celular no célon (Pant
et al., 2023).

Mulyadi et al. (2018) demonstraram que o 6leo de coco virgem exibe compostos
bioativos, como os tocoferois e fendlicos (Marina et al., 2009), os quais tém efeitos benéficos
a saude como acéo anti-inflamatdria, antioxidantes, quimioprotetoras e anti-hepatoesteatéticas
(lllam et al., 2017).

No estudo realizado por Arsang e colaboradores (2020) com doses de 8 e 10% de bleo
de coco virgem adicionado a dieta foram administradas em ratos Wistar alimentados com dieta

hiperlipidica, durante um periodo de oito semanas foi observada reducéo nos niveis séricos de
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triglicerideos e colesterol total. Nevin e Rajamohan (2009) observaram que 10 g/kg de peso de
6leo de coco virgem por 45 dias preveniu a formacéo de perdxidos lipidicos, com redugdo nos
niveis de triglicerideos e LDL em ratos Wistar alimentados com dieta hiperlipidica.

Recentemente, no trabalho desenvolvido por VVasconcelos et al. (2022) constatou-se que
ratos Wistar obesos que consumiram éleo de coco extra virgem na dose de 3000 mg/kg de peso
num periodo de oito semanas, apresentaram reducao dos triglicerideos, colesterol total e acidos
biliares hepaticos; aumento da excrecdo fecal do colesterol total e diminuigédo da excrecdo fecal
dos triglicerideos; reducdo no grau de esteatose hepatica e nas concentracdes séricas de
aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT), TG e LDL.

Contudo, h& evidéncias que o consumo do 6leo de coco virgem deve ser feito com
cautela, uma vez que também pode prejudicar a saude, como visto na pesquisa desenvolvida
por Stroher e colaboradores (2020) quando ratos Wistar receberam dieta hiperlipidica com
ingestdo via gavagem de 2 mL/kg de peso corporal de 6leo de coco virgem por 28 dias e
apresentaram aumento significativo do peso corporal, aumento no parametro bioquimico de
LDL, AST e ALT, hipertrofia dos adipdcitos e acimulo da gordura hepética. Corroborando
com esse estudo, Santos e colaboradores (2019) identificaram que o consumo do 6leo de coco
deve corresponder dentro do limite dos 10% da ingestdo caldrica total em humanos, uma vez
que ndo foi visto sua influéncia direta na termogénese e ou na saciedade, além de aumentar o
perfil lipidico do LDL e o CT similar a outros alimentos ricos em &cidos graxos saturados sendo
importante a cautela devido a esses efeitos sobre os lipideos e doengas cardiovasculares.

Estudo prévio do grupo de pesquisa do LANEX/UFPB identificou que o jejum
intermitente com o protocolo de alimentagcdo com restricdo de tempo (15 h de jejum) associado
ao Gleo de coco virgem (1000 mg/kg) foi capaz de reduzir o indice de adiposidade, a massa
gorda e a hipertrofia dos adipdcitos, como também foram percebidas uma melhora no
metabolismo da glicose e na sensibilidade a insulina em relacdo ao grupo de ratos obesos sem
tratamento (Cavalcante, 2020).

E possivel visualizar estudos que investigaram a relagio do efeito do consumo do 6leo
de coco em modelos animais (Quadro 3). No quadro 4 sdo apresentados alguns estudos clinicos
que analisaram o efeito do consumo do éleo de coco em seres humanos com sobrepeso e ou

obesidade.
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Referéncia

Animal

Tratamento

Resultados

Adeyemi et al. (2020)

Strofer et al. (2020)

Arsang et al. (2020)

Alatawi et al. (2021)

Vasconcelos et al.

(2022)

Ratos Wistar obesos com
dieta rica em gordura

Ratos Wistar com dieta
rica em gordura

Ratos Wistar com dieta
hiperlipidica

Ratos Wistar com dieta
rica em gordura

Ratos Wistar com dieta de
cafeteria (obesos)

Com dose de 200 mg/kg de peso corporal
de 6leo de coco virgem por 4 semanas

Com dose de 2 mL/kg de peso corporal de
6leo de coco virgem por 28 dias

Com dose de 8 e 10% de 6leo de coco
extravirgem misturada diariamente a dieta
por 8 semanas
Com dose de 10 mg/kg de peso de dleo de
coco virgem por 28 dias

Com dose de 3000 mg/kg de peso de 6leo
de coco extravirgem por 8 semanas

Reducdo de CT, LDL-C, TG e indice de
Lee; Restauracéo do tecido hepatico.

Aumento do peso corporal, LDL-C, AST e
ALT; Acimulo da gordura hepatica e
hipertrofia dos adipocitos; Reducdo do CT
e glicose.

Reducdo de triglicerideos e colesterol total

Melhora no perfil lipidico e reducdo dos
niveis séricos de glicose

Efeito antiobesidade; Melhora do
metabolismo lipidico (reducdo colesterol e
triglicerideos), funcdo hepatica (reducéo
dos niveis hepéticos de gordura) e controle
glicémico; N&o houve melhora no perfil
oxidativos dos ratos obesos e nem
saudaveis.

Continua
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Continuacdo do Quadro 3 — Estudos em roedores obesos com aplicacdo do 6leo de coco

Referéncia Animal Tratamento Resultados
Shetty et al. (2022) Ratos Wistar albinos com  Com dose de 2 mL/kg de peso corporal de Reducédo do VLDL-C e LDL-C;
dieta rica em gordura 6leo de coco virgem por 49 dias Reducdo da hipertrofia hepatica;

Melhora nas anormalidades hepaticas
associadas a DHGNA.

Legenda: AST = aspartato aminotransferase; ALT= alanina aminotransferase; CT=colesterol total;, DHGNA= doenca hepatica gordurosa nao
alcoolica; LDL-c= lipoproteina de alta densidade; TG= triglicerideos; VLDL= lipoproteina de densidade muito baixa

Quadro 4 — Estudos clinicos em individuos com sobrepeso e/ou obesidade com aplicacdo do 6leo de coco

Referéncia Populacado Tratamento Resultados

Valente et al. (2018) Mulheres com excesso Com dose de 25 mL de 6leo de Nao alterou: TG, CT, HDL-C, LDL-C.
de peso COCO virgem por uma semana

Oliveira-de-Lira et al. (2018) Mulheres com Com dose de 2g de 6leo de coco Reducdo do peso corporal, cintura circunferéncia,
obesidade virgem por 8 semanas CT, LDL-C e TG; Melhora do HDL-C.

Continua
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Continuacdo do Quadro 4 — Estudos clinicos em individuos com sobrepeso e/ou obesidade com aplicacdo do 6éleo de coco

Referéncia Populacédo Tratamento Resultados
Vogel et al. (2020) Homens adultos obesos  Com dose de 12 mL de 6leo de Aumento do HDL-C; Reducdo do IMC e a razéo
coco extravirgem por 45 dias TG/HDL-C.

Nikooei et al. (2021) Homens e mulheres Com dose de 30 mL de 6leo de Aumento do HDL-C, CT e LDL-C; Reducéo de
adultos  sobrepeso e coco virgem por 4 semanas VLDL, TG.
obesos

Meral Koc e Yelmaz (2022) Homens e mulheres Com dose de 20 mL de 6leo de Reducdo de CT e LDL-C; Néo apresentou efeito
sobrepesos e obesidade  coco por 4 semanas nas medidas antropomeétricas.

Legenda: CT=colesterol total; DHGNA= doenca hepatica gordurosa ndo alcoodlica; IMC = indice de massa corporal; LDL-c= lipoproteina de
alta densidade; TG= triglicerideos; VLDL= lipoproteina de densidade muito baixa
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A popularizagdo do consumo do 6leo de coco tem sido baseada nos efeitos dos &cidos
graxos de cadeia média com 6 a 12 carbonos em sua estrutura quimica, que estdo mais
envolvidos na producdo da energia e emagrecimento, o que incentivou a adocdo do consumo
deste 6leo associado ao JI. Refletindo também na pratica clinica pela adogdo de alguns
profissionais da satde incorporando na sua prescri¢ao o uso do éleo de coco na expectativa de
melhoria na perda de perda de peso, melhoria na composicdo e diversidade da microbiota
intestinal e de fatores pro-inflamatdrios.

Os resultados apresentados nos Quadros 3 e 4 demonstraram que este o 6leo de coco tem
efeito na restauracdo do tecido hepético, na melhoria dos niveis séricos de CT e suas fracdes,
na reducdo dos TG, nos marcadores antropométricos e na diminuigdo da inflamacéao do tecido
adiposo, o que fomenta a discussdo sobre sua utilizagdo como coadjuvante no tratamento da
obesidade. No entanto, é importante destacar a necessidade de cautela em relacdo a dose e ao
tempo de administragdo, uma vez que ha evidéncias que associam o consumo do 6leo de coco
ao aumento do perfil lipidico e ganho de peso. Portanto, € essencial considerar cuidadosamente
esses aspectos ao utilizar o éleo de coco como parte do tratamento da obesidade.

Sabe-se que o consumo de dleo de coco como estratégia para perda de peso ndo é
recomendado pelas Sociedades e Associa¢des Médicas, incluindo a Sociedade Brasileira de
Endocrinologia e Metabologia (2015), a ABESO (2019) e o Conselho Federal de Nutri¢do
(CFN, 2015), uma vez que nao ha evidéncias que corroborem a indicacdo para tal finalidade.

A American Heart Association (Associacdo Americana do Cora¢do) limita o consumo
de dleo de coco em até 10% do total de calorias assemelhando-se ao que se refere a ingestédo
dos &cidos graxos saturados definidos pelo Departamento de Agricultura dos Estados Unidos
(USDA). Diante do numero insuficiente de estudos que assegurem a eficiéncia com seguranca
a saude do consumidor e pela forte possibilidade do 6leo de coco ser um fator de risco na
formacdo de ateromas nas artérias, e ainda sem ter efeito emagrecedor comprovado, entidades
como a Associacao Brasileira para Estudo da Obesidade e Sindrome Metabdlica (ABESO,
2016) e Sociedade Brasileira de Endocrinologia e Metabolismo (SBEM, 2015) também néao
recomendam a adog¢&o do 6leo de coco em pratica terapéutica.

E importante ressaltar que o consumo do 6leo de coco deve seguir a recomendagio N° 2
do Conselho Federal de Nutricdo de 21/08/2015, a qual ndo permite seu uso como tratamento
para hipercolesterolemia. Portanto, o consumo desse 6leo deve ser realizado em pequenas
quantidades, aderindo aos principios da variedade, equilibrio, prazer e moderacdo (CFN, 2015).
Com isso, ¢ fundamental ter cautela em relacéo a dose e a duragdo do consumo, devendo ser

realizada sob orientacdo profissional para obtencdo de melhores resultados na saude.
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3 ABORDAGEM METODOLOGICA

3.1 TIPO DE ESTUDO

Tratou-se de uma pesquisa de carater experimental, ensaio pré-clinico ou ndo-clinico,
com ratos Wistar induzidos a obesidade mediante administracdo de uma dieta rica em mono e
dissacarideos. Posteriormente, os roedores foram tratados com jejum intermitente (JI) associado

ou ndo ao oleo de coco (OC) em comparacéo a restricdo calorica.

3.2 LOCAL DA PESQUISA

Os ratos Wistar foram provenientes da colonia do Biotério José Paulino localizado no
Departamento de Nutricdo do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal de
Pernambuco (DN/CCS/UFPE). Os ensaios bioldgicos ocorreram no Laboratorio de Nutricdo
Experimental (LANEX) do Centro de Ciéncias da Saude (CCS) da Universidade Federal da
Paraiba (UFPB), onde os ratos foram aclimatados previamente antes do inicio do experimento.
As analises da racdo e dos materiais biologicos provenientes dos ratos foram realizadas nos

seguintes laboratorios:

e Quantificacho de acidos biliares: Laboratério de Nutricdo  Experimental
(LANEX/DN/UFPB, Jodo Pessoa — PB) e Laboratorios de Microbiologia e Bioguimica de
Alimentos (DN/CCS/UFPB);

e Quantificacdo de acidos organicos ao longo do eixo entero-hepético: Laboratério de Anélises
de Alimentos e Bebidas (Instituto Federal do Sertdo de Pernambuco-IF Sertdo-PE, Petrolina-
PE);

e Microbiota fecal: Laboratérios de Microbiologia e Bioguimica de Alimentos
(DN/CCS/UFPB)

e Auvaliacdo histoldgica do figado e do intestino: Laboratdrio de Patologia (DFP/CCS/UFPB).

3.3 ENSAIO BIOLOGICO

3.3.1 Comissdo de Etica
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O protocolo experimental com ratos Wistar foi aprovado sob o ndmero n°
5752150319/2019 (Anexo ) pela Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal da UFPB e
todos 0s experimentos seguiram as normas do Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA).

3.3.2 Animais

Foram utilizados 50 ratos Wistar adultos com + 80 dias de idade mantidos em
temperatura de 21°C + 1°C, umidade relativa entre 50 e 55% e ciclos alternados de claro e
escuro de 12 h cada (inicio do ciclo claro: 07:00 h). Os ratos estavam com agua e dieta comercial
Labina® (Paulinia, Sdo Paulo, Brasil) ad libitum no periodo de 4 semanas de adaptacdo que
antecedeu o experimento. Os ratos foram acomodados em gaiolas coletivas de polipropileno (5
ratos/gaiola) modificadas com a colocagéo de grades (Figura 3) em seu assoalho (medindo 36
cm x 31 cm, 2,5 cm de profundidade, com espaco de 1 cm entre cada barra) evitando que durante
execucdo do protocolo do jejum intermitente, os ratos consumissem maravalha e fezes (Soares
etal., 2021)

Figura 3 - Gaiolas coletivas com grades no assoalho

Fonte: Acervo Laboratorio de Nutricdo Experimental (LANEX/ UFPB).
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Posteriormente, os ratos foram randomizados em 5 grupos (n = 10), assim descritos e

conforme a Figura 4.

v Grupo controle (GC): ratos sadios alimentados com a dieta comercial padrdo que
receberam gavagem com soro fisiol6gico em dose Unica diaria de 1 mL/ dia;

v Grupo obeso (GO): ratos alimentados com dieta rica em monossacarideos e
dissacarideos que receberam gavagem com soro fisiologico em dose Unica diaria de 1 mL/
dia;

v Grupo obeso submetido a jejum intermitente (OJI): ratos alimentados com dieta rica
em monossacarideos e dissacarideos, submetidos a protocolo de jejum de 15 h e que
receberam gavagem com soro fisioldgico em dose Unica diaria de 1 mL/ dia;

v Grupo obeso, submetido a jejum intermitente e administracdo com 6leo de coco
(OJIOC): ratos alimentados com dieta rica em mono e dissacarideos, submetidos a
protocolo de jejum de 15 h e que receberam gavagem com 6leo de coco virgem na dose
Unica diaria de 1000 mg/kg de peso corporal;

v Grupo obeso com restricdo caldrica (ORC): ratos deste grupo foram alimentados
com dieta rica em mono e dissacarideos limitada a 70% do consumo calérico dietético do
grupo GO, caracterizando, portanto, uma restricdo caldrica de 30%. Estes ratos receberam

gavagem com soro fisioldgico (1 mL/dia, dose Unica diaria).

3.3.3 Dietas

O grupo controle (GC) consumiu a dieta comercial Labina® (Paulinia, Sdo Paulo,
Brasil) durante todo o experimento. Enquanto os animais dos grupos GO, OJl e OJIOC e ORC
receberam a dieta rica em mono e dissacarideos adaptada da dieta proposta por Luz et al. (2018).
Os ingredientes da dieta rica em mono e dissacarideos (Tabela 1) foram manualmente
homogeneizados, em seguida a dieta foi peletizada em tamanhos adequado ao consumo dos
animais e assim submetido a secagem em estufa com circulacgdo de ar por 24 h a 55 °C. Durante
um periodo de 17 semanas, as dietas foram ofertadas de forma ad libitum ou mediante o
protocolo empregado no jejum intermitente e/ou restri¢do caldrica.

As dietas foram previamente caracterizadas quanto a composicdo proximal (AOAC,
2019), mono e dissacarideos e acidos organicos (Batista et al., 2023) por cromatografia liquida
de alta eficiéncia (HPLC, sistema 1260 Infinity LC, Agilent Technologies, Santa Clara, EUA).
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O peso corporal e 0 consumo da racdo aferido semanalmente (entre 14h e 15h) em
balanca eletronica previamente tarada (Modelo: Prix 3/1, Marca: Toledo, Sdo Bernardo do
Campo, Brasil).

Figura 4 — Descrigdo dos grupos e protocolo experimental

]
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Legenda: CG = grupo controle; OG= grupo obeso; OIF = grupo obeso e jejum intermitente; OIFCO =
grupo obeso, com jejum intermitente e administracdo do dleo de coco virgem; OCR= grupo restri¢do
caldrica.

Tabela 1 — Composicdo dos ingredientes e macronutrientes da dieta controle e da dieta rica em
monossacarideos e dissacarideos utilizados no experimento

Dieta rica em
Composicao e teor energético Dieta Controle monossacarideo e
dissacarideo

Ingredientes

Racdo Labina® triturada (g) 100 45,2
Acucar refinado (g) - 9,6
Leite condensado (mL) - 45,2
Macronutrients (%)

Carboidrato 75,57+0,14 72,71+0,16*
Proteina 22+0,10 23+0,10*
Lipideos 2,43+0,01 4,29+0,01*
Valor energético (kcal) 412,15 421,45

*Diferenca significativa entre as dietas (teste t de Student, <0,05)



38

Tabela 2- Composicdo da dieta controle e da dieta rica em monossacarideos utilizados no
experimento

: Dieta rica em

Composicéo Dieta monossacarideo e

Controle dissacarideo
Mono e dissacarideos (mg/g)
Glicose 1,89 + 0,09 37,64 +£0,93*
Frutose 0,83+0,15 28,82 + 0,24*
Maltose 0,13+ 0,02 11,30 + 1,64*
Acucares totais (mg/g) 2,85 77,76
Acidos Organicos (mg/g)
Acido acético 0,08+0,00 ND
Acido butirico ND ND
Acido férmico 1,87+0,78 0,52+0,15
Acido propi6nico 2,44 <0,01 0,22+0,03*
Acido Citrico 3,37+0,84 2,48+0,40
Acido Malico 5,04<0,01 ND
Acido Succinico 1,34+0,05 2,61+0,19*
Acido Taraarico ND ND
Total &cidos organicos (mg/g) 14,82 9.02

3.3.4 Protocolo de jejum intermitente

O protocolo de JI adotado neste estudo seguiu a metodologia proposta por Belkacemi et al.
(2010) e Soares et al. (2021). Durante um periodo de 4 semanas, 0s ratos dos grupos OJI e OJIOC
foram submetidos a uma restricdo de racdo por 15 h diarias. Esse periodo de restricdo alimentar
ocorreu das 17 h do ciclo escuro até as 8 h do ciclo claro. Durante as outras 9 h do dia (das 8 h as
17 h), foi permitido o consumo ad libitum de ragdo. Essa rotina foi repetida diariamente ao longo

das 4 semanas de estudo.
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O protocolo de alimentacdo com restricdo de tempo (time-restricted feeding) tem sido
amplamente utilizado em estudos anteriores com roedores (Belkacemi et al, 2010; VVan Der Merwe
etal., 2020; Zhang et al., 2020; Soares et al, 2021; Dorand et al., 2023) e ensaios clinicos (Jamshed
et al., 2019; Domaszewski et al., 2020). Este protocolo de JI envolve restringir o periodo de

alimentacdo a um intervalo especifico do dia, permitindo um periodo de jejum prolongado.

3.3.5 Administragdo com 6leo de coco virgem

O 6leo de coco virgem (marca Copra®, Maceid, Brasil) utilizado no experimento é
composto principalmente por acido laurico (50,78%), acido miristico (18,32%), &cido palmitico
(8,03%) e acido caprilico (6,43%), além de conter 4,99% de acido oleico e 0,83% de &cido
linoleico (Vasconcelos et al., 2015), conforme analisado por cromatografia gasosa (Tabela 3).
O 6leo foi obtido comercialmente de um mesmo lote na cidade de Jodo Pessoa/PB.

O grupo OIFCO recebeu uma administracdo de 6leo de coco (1000 mg/kg de peso
corporal) ao final das 15 h de jejum (08:00 da manhd) durante as semanas 14, 15, 16 e 17 do
experimento, em conjunto com o protocolo de jejum. A dose foi escolhida com base na
quantidade de 13 mL (equivalente a 1 colher de sopa) consumida por humanos (Vogel et al.,
2020). A equacdo da dose equivalente humana (DEH) proposta por Nair e Jacob (2016) foi
utilizada para converter essa dose correspondente a ser administrada aos ratos Wistar, levando

em consideracao a superficie corporal de cada animal:

animal Km

DEH = dose animal * ( ) (Eq. 1)

Humano Km

Sendo DEH e dose animal expressos em mg/kg e Km é uma constante.

Tabela 3. Composicédo de acidos graxos do 6leo de coco virgem usado no experimento

Acidos graxos (%) Oleo de coco
Acido caproéico C 6:0 1,82 +0,32
Acido caprilico C 8:0 5.87 + 0,35
Acido céaprico C 10:0 6,43 + 0,05
Acido laurico C12:0 50,78 + 0,1
Acido miristico C 14:0 18,32 + 0,05
Acido palmitico C16:0 8,03 + 0,03
Acido estearico C18:0 2,81 +0,02
Acidoo araquidico C20:0 0,08 + 0,01
Total acidos graxos saturados (SFA%) 94,14 + 0,93

Continua
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Continuacdo da Tabela 3. Composicdo de &cidos graxos do 6leo de coco virgem usado no
experimento

Acidos graxos (%) Oleo de coco
Acido miristoleico C14:1 n5c n.d.
Acido palmitoleico C16:1 n7 n.d.
Acido oleico C18:1 n9c 4,99 +0,02
Acido vacénico C18:1 n11 0,05 + <0,01
Acido gadoleico C20:1 n9 0,01 +<0,01
Total acidos graxos monoinsaturados(MUFA%o) 5,05+ 0,02
Acido linoleico C18:2 n6 ¢ (o 6) 0,83+0,01
Total acidos graxos polinsaturados (PUFA%bo) 0,83+£0,01
Total de acidos graxos de cadeia média (Cs-C12) 64,90
Total de &cidos graxos de cadeia longa (C14-Ca4) 35,12

Legenda: n.d= ndo detectado. Fonte: Vasconcelos et al. (2015).

3.3.6 Parametros somaticos

Os parametros somaticos foram medidos com uma fita métrica minutos antes da
eutanasia, com 0s ratos ja anestesiados. As medidas incluiram a circunferéncia toracica
(posterior a pata dianteira) e a circunferéncia abdominal (imediatamente anterior a pata
traseira), bem como o peso corporal e o comprimento corporal (medido do nariz a base da
cauda). O indice de massa corporal (IMC) foi calculado dividindo o peso corporal (g) pelo
comprimento nasoanal ao quadrado (cm?) (Novelli et al., 2007).

O indice de adiposidade foi calculado usando a férmula (TF/TW x 100), em que TF
corresponde a gordura total (tecido adiposo visceral, subcutaneo e gonadal) e TW corresponde
ao peso total do rato no dia da eutanasia (Nascimento et al., 2011).

3.3.7 Eutanasia dos animais e coleta de materiais biol6gicos

A coleta das fezes foi realizada em trés dias consecutivos, antes da eutandsia dos
animais. Apds o periodo de 17 semanas de experimento, 0s animais foram submetidos a um
jejum de 8 h. Em seguida, foram eutanasiados através de decapitacdo por guilhotina (EB271,
Insights, Ribeirdo Preto, Brasil), em conformidade com a resolugdo normativa n® 13 de 2013
do CONCEA e as Diretrizes de Pesquisa Animal: Relatos de Experimentos In Vivo: Diretrizes
do ARRIVE (Percie Du Sert et al., 2020).

Durante a eutanésia foi coletado o sangue e logo apds, foram coletados o figado e o

intestino. As amostras de intestino e figado foram rapidamente removidas, lavadas em solugédo
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salina (NaCl a 0,9%), secas em papel de filtro e pesadas. Os materiais biologicos foram
destinados as seguintes analises:

e Colesterol e Triglicerideos e acidos biliares em figado e fezes;
e Perfil lipidico sérico e calculo da carga metabdlica;

e Indice de adiposidade (descrito no topico 3.3.6);

e Histologia de figado e intestino;

e Acidos organicos nas fezes, figado e intestino;

e Contagem bacteriana em amostras fecais.

3.3.8 Perfil lipidico sérico e calculo da carga metabolica

O sangue foi coletado em tubos estéreis e centrifugado par obtencéo do soro (1040 x g/
10 min), que foi mantido sob congelamento (-20 °C) para as analises bioguimicas. As
concentracOes séricas do perfil lipidico foram determinadas utilizando kits Bioclin® (Belo
Horizonte, Brasil), seguindo as instrucbes do fabricante e posterior leitura nas absorbancias de
5050 (TG), 500 nm (CT), 546 nm (LDL) e 550 nm (HDL) em espectrofotdmetro de microplaca
Eon™ (BioTek™, Vermont, EUA) auxiliado pelo programa Gen5™ 2.0 (BioTek™, Vermont,
EUA). O indice de carga metabolica (ICM) foi calculado a partir de TG (mg/dL) + glicemia
pos-prandial (mg/dL) (Emerson et al., 2016).

3.3.9 Analises de colesterol, triglicerideos e acidos biliares hepaticos e fecais

Para extracdo dos lipidios fecais e hepéticos foi realizada de acordo com o método
descrito por Folch, Less e Stanley (1957) para a quantificacdo da gordura total nestas amostras.
Parte dos extratos lipidicos foram usados para andlise de triglicerideos (TG) e o colesterol total
(CT) (WU et al., 2017), mediante a utilizacdo de kits comerciais da marca Labtest® (Minas
Gerais, Brasil) e seguindo as instrucdes do fabricante. A medida das absorbancias em 505 nm
(TG) e 500 nm (CT) foi realizada em analisador bioquimico automatico Labmax Premium 240
(Labtest, Minas Gerais, Brasil).

A partir de amostras hepaticas e fecais em triplicata, os acidos biliares totais foram
quantificados com a finalidade de verificar a sintese e excrecao de acidos biliares neste modelo

de doenca e tratamento.
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Para quantificacdo dos &cidos biliares foi utilizado o método adaptado a partir do
descrito por Hong et al. (1983), em que 0,1 g ou 0,1 mL de amostra adicionada de 1,75 mL de
etanol absoluto, 0,1 mL de hidroxido de bario a 5%, 0,05 mL de sulfato de zinco a 10%. Entdo,
a mistura agitada e centrifugada a 2.500 x g durante 10 min com producédo de um precipitado
objetivando o descarte das proteinas e pigmentos biliares. Em seguida, 0,2 mL do sobrenadante
foram pipetados para um tubo de ensaio e deixado para evaporar até secar. Foram adicionados
0,1 mL de agua destilada, 3,9 mL de cloroférmio: metanol (2:1) e 0,88 mL de solucdo Folch
(100 mL de solucéo aquosa contendo 0,04 g de cloreto de calcio, 0,034 g de cloreto de magnésio
e 0,58 g de cloreto de sodio) sendo misturados e deixados repousar para estratificacdo. A
solucdo da camada superior contendo &cidos biliares totais e a solucdo da camada inferior
colesterol e fosfolipidios.

O sobrenadante foi retirado e colocado em um tubo colorimétrico graduado de 5 mL. A
camada inferior foi entdo extraida trés vezes (cerca de 1 mL de cada vez) com solucdo de
cloroférmio, metanol e solucdo Folch (8:4:3 v/viv). Depois os extratos foram combinados e
adicionados de 0,2 mL de metanol completando um volume total de 5 mL. Foi pipetado 0,5 mL
e deixado evaporar até secar num recipiente de 5 mL. Adicionou 2 mL de revelador de acido
fosfomolibdico (contendo 100 mL de &cido acético glacial, 2,5 de acido fosfomolibdico, 5,0
mL de é&cido sulfurico concentrado) e incubado durante 60 min em banho-maria a 80 °C.
Imediatamente apds a remocdo, a mistura foi arrefecida em agua gelada durante 5 min para
terminar a reacao.

Posteriormente, adicionou 2 mL de diluente (10 mL de acido acético glacial, 100 mL de
agua destilada, 10 mL de acido sulfurico concentrado), e apds homogeneizacdo, foi realizada a
leitura em espectrofotdmetro com comprimento de onda 690 nm. Os valores do branco foram
medidos pelo mesmo método, e o contetdo de &cido biliar da amostra foi determinado de acordo
com a curva padrdo com glicocolato de sddio. Os resultados de acidos biliares totais foram

expressos em mmol/L (soro) e grama do material bioldgico (figado, digesta colnica e fezes).

3.3.10 Quantificagdo de &cidos organicos ao longo do eixo entero-hepatico

Com o objetivo de estabelecer, neste modelo de doenca e tratamento, como funcionam
as rotas metabdlicas foram quantificados os acidos organicos, em triplicata e com o uso de 1g
ou 1 mL das amostras de soro, figado, intestinos e fezes.

Com a extracdo de cada amostra seguidas em dilui¢do por 5 mL de acido sulfurico e 4,0

mM/L, dar-se inicio ao processo de quantificacdo dos &cidos organicos (acético, butirico,



43

citrico, férmico, latico, malico, propidnico e succinico), com a solubilizagdo atraves do agitador
de tubos seguida pela centrifugacéo a 5.800 x g por 10 min. Diretamente no microtubo de 1,5
mL com uma agulha acoplada a seringa foi coletado o sobrenadante que em seguida com auxilio
de um filtro de seringa de 0,45 um

Os acidos orgéanicos foram quantificados a partir da extragdo com 1 g ou 1 mL de cada
amostra que diluida em 5 mL de &cido sulfarico a 4,0 mM/L, que em seguida foi solubilizada
com auxilio de agitador de tubos e centrifugada a 5.800 x g por 10 min. Entao, o sobrenadante
foi coletado utilizando agulha acoplada a seringa e filtrado com filtro de seringa de 0,45 um
diretamente em microtubo de 1,5 mL para injecdo em sistema de cromatografia liquida de alta
performance (CLAE), com um sistema LC 1260 Infinity (Agilent Technologies, Santa Clara,
Califérnia, EUA) equipado com uma bomba de solvente quaternario (modelo G1311C),
desgaseificador, compartimento de coluna termostato (modelo G1316A) e amostrador
automatico (modelo G1329B ) acoplado a um detector de matriz de diodo (modelo G1315D) e
detector de indice de refracdo (modelo G1362A).

Foram mantidas a 50 °C, com volume de inje¢do de 10 pL, vazao de 0,5 mL/min, fase
movel 4,0 mM H2SO4 em dgua ultrapura e corrida de 20 min durante a analise da coluna Agilent
Hi-Plex H (300 x 7,7 mm) com tamanho de particula de 8,0 um e coluna guarda PL Hi-Plex H
(5 x 3 mm) (Agilent Technologies). Com uso do OpenLAB CDS ChemStation EditionTM
(Agilent Technologies) foram processados os dados obtidos (Coelho et al., 2018 adaptada por
Batista et al., 2018).

3.3.11 Contagem de grupos bacterianos intestinais especificos

Grupos bacterianos especificos foram avaliados nas fezes (coletadas por dois dias
consecutivos antes da eutanasia) utilizando a técnica de microgota (Miles; Misra; Irwin, 1938).
As amostras foram diluidas em séries e semeadas em placas de Petri estéreis contendo agar para
crescimento de Lactobacillus spp. (agar de Man, Rogosa and Sharpe — MRS, Acumedia, EUA),
Bifidobacterium spp. (agar Bifidobacterium, HiMedia, India), Escherichia coli (4gar Eosina
Azul de Metileno, Acumedia, EUA), Enterobacteriaceae (4gar MacConkey, HiMedia, india) e
Enterococcus (agar Bile Esculin, HiMedia, india). As placas de Petri com &gar para crescimento
de Lactobacillus e Bifidobacterium foram incubadas em anaerobiose (Anaerobic System
Anaerogen, Oxoid Ltda., Wade Road, UK) por 48 h; e as placas de Petri com &gar para
crescimento dos demais micro-organismos foram incubadas em aerobiose a 37 °C durante 24

h. Apds a incubacéo, as coldnias bacterianas caracteristicas nas placas de Petri com agar seletivo
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foram contadas e os nimeros de células vidveis (unidades formadoras de col6nias - UFC) foram
expressos em Logio UFC/g de fezes (Batista et al., 2023).

3.3.12 Analises histologicas de figado e intestino

Na amostra do figado (fragmentos do lobo maior do figado) e do intestino (fragmentos
da porcéo do colon do intestino) dos ratos foram removidos, lavados em solucdo salina (0,9 %
NaCl) e com formol tamponado a 10 % foram fixados por 24 h. Sendo a partir dos tecidos
produzidos blocos cortados a 4pum posteriormente submetidos ao procedimento histol6gico com
0 processo de hidratacdo, corado com hematoxilina-eosina (HE), desidratacdo, diafanizacédo
com xilol e montagem com ‘entellan’ com uso da analise microscopica optica (Motic BA 200,
Santa Monica, EUA). Procedimento morfolégico para analise da existéncia de processos
degenerativos como migracdo de leucdcitos, hiperemia, necrose, edema, hemorragia, esteatose
hepética, presenca de micro trombos e de parametros inflamatorios, e com preservacdo do
parénquima hepatico. Também foi avaliada a presenca de processos inflamatdrios, como estase,
migracdo de leucdcitos, hemorragia, vasodilatagdo e necrose, bem como para preservacdo
epitelial, hipertrofia e hiperplasia da camada muscular externa no célon intestinal (Erben et al.,
2014; 2013; Batista et al., 2018).

3.3.13 Andlises estatisticas

O tamanho amostral (50 ratos divididos em cinco grupos, n = 10 ratos por grupo) foi
calculado para atender um poder estatistico minimo de 80%, com tamanho de efeito
minimamente detectavel de 1,0 e nivel significancia 0,05 (o = 0,05). O nimero de animais
utilizado também atende aos Principios dos 3R’s (“reducao, substituicao e refinamento’) no
uso de animais (Russell; Burch, 1959), que foram seguidos em toda a realizacdo do
experimento.

Os dados obtidos ao final do experimento foram submetidos ao teste de Kolmogorov
Smirnov para avaliacdo da normalidade da distribuicdo. Os dados paramétricos para duas
amostras foram analisados pelo teste t de Student (p<0,05). Os dados paramétricos para trés ou
mais amostras foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) para comparagdes multiplas.
Quando na presenca da diferenca entre os grupos foi realizado o pds-teste de Tukey ao nivel de

significancia de 5% (p<0,05). O coeficiente de correlagdo de Pearson (r) foi utilizado como
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medida da forga da associa¢do entre duas variaveis. Os dados foram analisados mediante o
pacote estatistico GraphPad Prism 8® (GraphPad Software Inc. La Lolla, CA, EUA).

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados desta dissertagdo estdo apresentados na forma de um artigo original
apresentado no Apéndice 1, no qual investigamos o efeito do jejum intermitente (JI) associado
ou ndo a ingestdo de 6leo de coco (CO) sobre o eixo entero-hepatico de ratos obesos. Neste
artigo foi demonstrado que os protocolos de JI reduziram em média 54,31% do colesterol total,
em média 53,39% do LDL e em média 23,94% de triglicerideos quando comparado ao grupo
obeso sem tratamento. Por outro lado, o grupo submetido ao JI e CO apresentou 0 maior HDL
em relacdo a todos os demais grupos. O grupo submetido ao JI e CO e a restricdo calorica
apresentaram menor carga metabdlica em relacdo aos demais grupos. O grupo submetido ao JI
e CO apresentou menor excrecao fecal de acidos organicos, seguido do grupo submetido ao
jejum isoladamente, em relacdo aos demais grupos. As contagens de Lactobacillus foram
semelhantes entre 0s grupos, porém as contagens de Escherichia coli foram menores no grupo
submetido ao JI e CO. Néo foram observadas alteracdes histoldgicas no intestino e no figado
de nenhum rato. Os resultados em conjunto permitem identificar que o jejum intermitente
associado ao 6leo de coco e o protocolo de restricdo caldrica tiveram os melhores efeitos na

modulacdo dos pardmetros do eixo entero-hepatico.
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APENDICE

Intermittent fasting associated with coconut oil (Cocos nucifera L.) alter gut-liver

axis parameters in diet-induced obese rats

Abstract

Purpose: to investigate the effect of intermittent fasting (IF) associated or not with coconut oil
(CO) intake on the enterohepatic axis of obese rats. Methods: A total of 50 rats were divided
into groups: control, obese, obese with IF, obese with IF plus CO, and obese with caloric
restriction. The rats were induced to obesity with a diet rich in sugars for 17 weeks. The
respective interventions were carried out in the last 4 weeks. Results: IF protocols reduced total
cholesterol (on average 54,31%), LDL (on average 53,39%) and triglycerides (on average
23,94%) compared to OG; and the OIFCO group showed the highest HDL (on average 38,73%)
compared to all groups. OIFCO (on average 28.58%) and OCR (on average 48.63%) had a
lower metabolic load compared to the other groups. OIFCO had lower faecal excretion of
organic acids, followed by the OIF group, compared to the other groups. Lactobacillus counts
were similar among groups; however, Escherichia coli counts were lower in the OIFCO group.
No histological changes were observed in the intestine and liver of the groups. Conclusion:
intermittent fasting with coconut oil and calorie restriction protocols had the effects on

modulating enterohepatic axis parameters.

Keywords: organic acids; faecal bacteria; caloric restriction; cholesterol; high-sugar diet.

Introduction

Obesity has been reaching pandemic status representing a serious health problem faced
by humanity with over 2,8 million deaths per year (WHO, 2021). In obese individuals, an
unbalanced population of intestinal bacteria is observed, characterizing the condition of
intestinal dysbiosis that leads to systemic inflammatory and oxidative processes, in addition to

changes in lipid and glucose metabolism (Liu et al., 2017).
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There is evidence to suggest intestinal dysbiosis and microbiota composition may be
related to the pathogenesis of numerous chronic liver diseases, such as non-alcoholic fatty liver
disease (NAFLD) and its most severe form, non-alcoholic steatohepatitis (NASH), both
associated with obesity (Vajro et al., 2013; Milosevic et al., 2019). Such interactions occur
bidirectionally through the gut-liver axis, encompassing endocrine and immunological
mechanisms, resulting from interactions between signals generated by the diet, genetic and
environmental factors (Albillos et al., 2020). Moreover, in obesity, some intestinal bacteria
appear to be responsible for more efficient intestinal absorption of calories, increased lipid
deposition and increased absorption and colonic fermentation of normally poorly digestible
polysaccharides (e.g., large polysaccharides, unabsorbed sugars and alcohols), which result in
different types and concentrations of faecal short chain fatty acids (SCFASs), and in turn,
different local and systemic effects. Previous studies indicate that the consumption of diets with
a high amount of sugars such as mono and disaccharides favours such alterations in obesity
(Vajro et al., 2013).

On the other hand, caloric restriction is one of the main non-pharmacological treatments
widely used in the fight against obesity, due to its proven effectiveness in weight control and
health promotion in obese individuals (Langeveld, 2015). However, long-term adherence to
calorie-restricted diets has been challenging (Patterson; Sears, 2017). For this reason,
alternative dietary interventions have been sought, such as the intermittent fasting (IF) protocol,
which has been shown to be effective in controlling body weight and modulating of gut-liver
axis, in obese individuals (Matias-Pérez et al., 2022). Among the various protocols, the IF with
time-restricted feeding stands out for not causing compensatory consumption during the feeding
window (Soares et al., 2021; Dorand et al., 2023).

In parallel, IF supporters have associated this practice with the consumption of coconut
oil (Cocos nucifera L.), as it is a source of medium-chain fatty acids (MCFA). These
compounds providing immediate energy, could prevent excessive calorie consumption in the
post-fasting period through induction of ketogenesis (Chatterjee et al., 2020). Additionally,
coconut oil (CO) contains phenolic compounds and other antioxidants which could be
associated with the anti-obesity effect and the improvement of hepatic lipid metabolism and
intestinal health in obese rats (VVasconcelos et al., 2023).

In face of this scenario, this study aims to evaluate the effects of intermittent fasting
associated with or without the coconut oil intake on parameters of the gut-liver axis from obese

rats fed a diet rich in sugars.
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Materials and Methods

Study design

The study was conducted after the approval of the study design by the Committee for
Ethics in the Use of Animals (CEUA) of the Federal University of Paraiba (UFPB) under
protocol number 5752150319/2019. The experiment was carried out following the Animal
Research guidelines: Reporting of In vivo Experiments: the ARRIVE Guidelines (Percie Du
Sert et al., 2020).

The Wistar rats were acquired from the colony of the Biotério José Paulino from the
Department of Nutrition of the Federal University of Pernambuco (UFPE), being transported
and acclimatized for four weeks before the beginning of the biological experiment carried out
at the Laboratory of Experimental Nutrition (LANEX) in the Federal University of Paraiba
(UFPB). The vivarium had standardized environmental conditions: light/ dark cycle (12/12 h,
light on at 6 a.m.), temperature of 21 + 2 °C and relative air humidity (50+5%). The rats were
kept in collective polypropylene cages (five rats per cage), with water ad libitum and diets
conforming intervention protocols. The cages were equipped with crates on their floors to
prevent shavings and faeces consumption during fasting protocols. This same
microenvironment was standardized for the groups which were not submitted to the IF (Soares
etal., 2021).

Male Wistar rats (n=50), 80-day-old, with an initial weight of 353.8 £+ 7.9 g were
randomized into five groups: control group (CG), obese group (OG), obese group with
intermittent fasting (OIF), obese group with intermittent fasting associated with coconut oil
administration (OIFCO) and obese group with caloric restriction (OCR) (Figure S1).

The control group was fed commercial feed (Paulinia, Sdo Paulo, Brazil) ad libitum and
the obese groups (OG, OIF, OIFCO and OCR) were fed a diet rich in sugars (HS) adapted from
Luz et al. (2018) for 17 weeks. Diets were previously analysed for proximate composition
(AOAC, 2019) and sugar and organic acid profiles by high performance liquid chromatography
(HPLC) (Coelho et al., 2018) (Tables S1 and S2).

Body weight, and food intake were measured weekly using an electronic scale (Model:
Prix 3/1, Brand: Toledo, Sdo Bernardo do Campo, Brazil). Energy intake was calculated based

on consumption (g) and diet composition.

Intermittent fasting and caloric restriction protocols
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The time-restricted feeding protocol has been widely used in previous studies with
rodents (Soares et al, 2021; Dorand et al., 2023), and clinical trials (Domaszewski et al., 2020;
Jamshed et al., 2019). This IF protocol involves restricting the feeding period to a specific
interval of the day, allowing for an extended fasting period.

The IF protocol consisted of food restriction for 15 h (5:00 p.m. — 8:00 a.m.) and ad
libitum food supply for 9 h (8:00 a.m. — 5:00 p.m.) and was carried out in the OIF and OIFCO
groups from the 14™ to the 17" week. The OCR rats were subjected to caloric restriction of

30% on the total calories consumed per day during the same period (Pugh et al., 1999).

Coconut oil (CO) administration

Virgin coconut oil (COPRA food Industry Ltda®, Maceio, Brazil) was characterized
for fatty acids profile (Table S3) by gas chromatography (Vasconcelos et al., 2023). The
administration of CO (1,000 mg/kg of body weight) was offered to the OIFCO group at the end
of the 15 h of fasting (08:00 a.m.) from the 14" to the 17" week of the experiment, along with
an intermittent fasting protocol. The dose was selected based on the 13 mL portion (1
tablespoon) usually consumed by humans per day (Vogel et al., 2020), which was converted to
rats (Nair and Jacob, 2016).

Somatic parameters and euthanasia

Somatic parameters were measured with an inelastic tape minutes before euthanasia
(Novelli et al. 2007). At the end of the 17 weeks of the experiment, the rats were fasted for 8 h,
followed by euthanasia via guillotine decapitation (EB271, Insight, Ribeirdo Preto, Brazil).
Then, blood, intestine and liver were collected. Carcasses were obtained and analyzed for
moisture, ash, protein (AOAC, 2019) which corresponding to lean mass, and lipids (Folch et

al., 1957) which corresponding to fat mass.

Biochemical analysis

Glycaemia, triglycerides (TG), total cholesterol (TC); high-density lipoprotein (HDL)
and low-density lipoprotein (LDL) were evaluated using commercial colorimetric Kits
(Bioclin®, Belo Horizonte, Brazil) in Eon™ microplate spectrophotometer (BioTek™,

Vermont, USA) and metabolic load index (MLI) was calculated (Emerson et al., 2016).
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Analysis of cholesterol, triglycerides, and bile acids contents in liver and faeces

The lipid extracts were prepared (Folch et al., 1957) and then part of them was destined
for TG and CT analyzes using commercial kits (Bioclin® (Belo Horizonte, Brazil) and the other
part for the quantification of hepatic and faecal bile acids (Hong et al. 1983). Both analyzes

were performed in Eon™ microplate spectrophotometer (BioTek™, Vermont, USA).

Bacterial counts in faeces

The count of bacteria in the faeces was evaluated using the micro drop technique. The
faeces were collected for two consecutive days before euthanasia and homogenized in peptone
water (100 mg/mL), serially diluted (1:9), and 20 pL aliquots of the respective dilutions were
inoculated in sterile Petri dishes with agar for counting Enterococcus spp. (Bile Esculin agar,
HiMedia, India), Enterobacteriaceae (MacConkey agar, HiMedia, India), Lactobacillus spp.
(Man’s agar, Rogosa and Sharp -MRS, HiMedia, India), Bifidobacterium spp. (Bifidobacterium
agar, HiMedia, India) and Escherichia coli (Eosin Methylene Blue Agar, HiMedia, India).
Culture plates of Escherichia coli, Enterobacteriaceae and Enterococcus spp. were incubated
in aerobiosis at 37 °C for 24 h. Culture plates Bifidobacterium spp. and Lactobacillus spp. were
incubated at 37 °C for 48 h in anaerobiosis (Anaerobic System Anaerogen, Oxoid Ltda., Wade
Road, UK). The number of viable cells (colony forming units-CFU) was counted after

incubation, and expressed in Log10 CFU/g of faeces (Batista et al., 2023).

Analysis of organic acids and sugars in intestine, liver and faeces

Organic acids were quantified from the extraction of 1g of liver, intestine or feces
sample, with dilution in 5 mL of sulfuric acid at 4.0 m/L and using a tube shaker and
centrifugation (5,800 x g for 10 min). With the aid of a 0.45 um syringe filter, the supernatant
was collected and inserted directly into a 1.5 mL microtube. Then, 10 puL of each sample was
injected into a high-performance liquid chromatography system (HPLC), with a 1260 Infinity
LC system (Agilent Technologies, Santa Clara, USA) in a quaternary solvent pump (model
G1311C) (Coelho et al., 2018; Batista et al., 2023)

Histological analysis in liver and intestine
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For histological analysis, liver (larger lobe) and intestine (colon) samples (were fixed in
10% buffered formalin for 24 h, processed according to the routine histological technique and

photographed in 40x% in a standard optical microscope (Motic BA 200, Santa Monica, USA).

Statistical analysis

The data were submitted to the Kolmogorov-Smirnov test to evaluate the normality of
the distribution. Parametric data of two samples were submitted to analysis of Student's t-test
(p<0.05) and data of three or more samples were submitted to analysis of variance (ANOVA)
followed by Tukey's post-test at a significance level of 5% (p<0.05) for multiple comparations.
Values expressed as mean, with standard deviation from the mean. The free version of
GraphPad Prism 8® statistical package (GraphPad Software Inc. La Lolla, USA) was used to
analyse the data. Data pre-treatment with the auto scaling method, calculation of Pearson's
correlation coefficient (r) and creation of pathway graphics for Rattus norvegicus using the
KEGG pathways were realized on MetaboAnalyst v.5.0 program (Xia Lab, McGill University,
Montreal, Canada).

Results

Effect of IF protocols on food and energy intake

Diet (Fig. S2A) and energy (Fig. S2B) intake were similar (p>0.05) before starting
interventions. However, diet (Fig. S2C) and energy intake (Fig. S2D) of rats subjected to a
restriction (OCR) was lower compared to control and obese groups during the intervention
period (p<0.05).

Effect of different IF protocols on somatic parameters

HS diet induced obesity in OG, increasing weight, AC, CC, BMI and fat mass
compared to CG (p <0.05). All interventions (OIF, OIFCO, OCR) improved the somatic
parameters of the rats compared to the OG (Table S4). OIFCO had higher BMI and lower fat

mass compared to OIF (p<0.05). However, OCR stood out among the interventions performed,
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including in comparison to the CG (p< 0.5), especially regarding the maintenance of lean mass

and reduction of fat mass (Table S4).

Effects of IF protocols on serum biochemical parameters

HS diet intake increased total cholesterol (Fig. 1A) and LDL (Fig. 1B) in OG rats. On
the other hand, all interventions reduced triglycerides (Fig. 1D) and LDL (Fig.1B), highlighting
the effect of fasting associated with coconut oil consumption (OIFCO) which showed higher
HDL (Fig. 1C) and lower LDL (Fig. 1C) among groups (p<0.05). Furthermore, the LDL (r =
0.74) and post-prandial glucose (r = 0.68) were positively correlated (p< 0.001) to the fat mass
(Fig. S3).

The OIFCO and OCR groups showed greater reductions in the triglycerides (Fig. 1D),
glycaemia (Fig. 1E), and consequently metabolic load index (Fig. 1F) among the intervention
groups (Fig. 1E). Metabolic load index was positively correlated (p<0.001) to post-prandial
glucose (r = 0.74) and mainly to TG (r = 0.95) (Fig. S3).
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Fig. 1. Serum lipids (A-D), glycaemia (E) and metabolic load index (F) of rats. * Different from CG, ¥
different from OG, § different from OIF, # different from OIFCO (one-way ANOVA followed by
Tukey's post-test, p < 0.05). Legend: CG = control group; OG = obese group; OIF= obese group
submitted to intermittent fasting; OIFCO = obese group submitted to intermittent fasting associated with

coconut oil; OCR= obese group submitted to caloric restriction.
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Effects of IF protocols on triglycerides, total cholesterol, and bile acids contents in liver and

faeces

All interventions resulted in changes in the faecal excretion of triglycerides, total
cholesterol, and total bile acid (Fig. 2A and 2B). OIFCO group showed the highest faecal
excretion of triglycerides (Fig. 2A) and total cholesterol (Fig. 4B), while the OCR group present
high faecal excretions of total bile acids (Fig. 2C). Faecal excretion of triglycerides and total
cholesterol had positive correlation (p< 0.001) to the liver triglycerides (r = 0.83) and liver total
cholesterol (r = 0.79), respectively (Fig. S3).

In turn, the OIFCO group showed the highest hepatic accumulation of triglycerides (Fig.
2D), and total cholesterol (Fig. 2E) (p<0.05), while the OIF group had the highest hepatic
deposition of total bile acids among the other intervention groups (Fig. 2F) (p<0.05).
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Fig. 2. Triglycerides (A and B), total cholesterol (C and D) and total bile acids (E and F) in liver (A, C
and E) and faeces (B, D and F) of rats. * Different from CG, T different from OG, § different from OIF;
# different from OIFCO (one-way ANOVA followed by Tukey's post-test, p < 0.05). Legend: CG =
control group; OG = obese group; OIF= obese group submitted to intermittent fasting; OIFCO = obese
group submitted to intermittent fasting associated with coconut oil; OCR= obese group submitted to

caloric restriction.
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Effects of IF fasting protocols on bacterial counts in faeces

The OG had lower counts of Bifidobacterium (Fig. 3A) and higher counts of
enterobacteria (Fig. 3C) and E. coli (Fig. 3D) compared to the control (p<0.05). On the other
hand, interventions in obese groups reduced E. coli counts (Fig. 3D), however neither diets nor
interventions interfered with Lactobacillus counts (Fig. 3B), being similar among groups

(p>0.05).
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Fig. 3. Bacterial counts in faecal samples of rats. * Different from CG; 1 Different from OG; § Different
from OIF; # Different from OIFCO (One Way ANOVA followed by Tukey's post-test, p<0.05). Legend:
CFU = colony forming units; CG = control group; OG = obese group; OIF= obese group submitted to
intermittent fasting; OIFCO = obese group submitted to intermittent fasting associated with coconut oil;
OCR= obese group submitted to caloric restriction.

Effects of IF protocols on organic acids and carbohydrates concentrations in faeces,

intestine and liver
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The OG group showed increased concentrations of all faecal and hepatic organic acids
compared to the CG (p<0.05), except for acetic and malic acids which were similar or not
detected, respectively, in the faeces and liver of the obese (OG) and control (CG) groups and
for butyric acid which were reduced in faeces and liver of OG versus CG (Table 2). However,
the interventions reduced concentrations of total organic acids in faeces and increased
concentrations in the liver (p<0.05). All interventions increased concentrations of butyric acid
in faeces, intestine and liver (p<0.05). The OIF and OIFCO groups showed lower
concentrations of formic acid in faeces, intestine and liver compared to the OG (p<0.05). On
the other hand, propionic acid concentrations were high in the liver and intestines of OIF and
OIFCO as well as reduced in the faeces of these same groups when compared to OG (p<0.05).
In addition, OIF and OIFCO groups presented patterns of concentration of organic acids similar
to each other, however differentiated from the OCR group in the faeces, intestine and liver,
especially for formic, lactic and propionic acids (p<0.05).

The acetic acid, butyric acid, citric acid, formic acid, lactic acid, malic acid, propionic
acid, succinic acid, tartaric acid, glucose and maltose concentrations found in faeces, intestine
and liver of rat groups were subjected to pathway analysis, in which the pathway most affected
by metabolites were (p< 0.05; FDR <0.05; pathway impact value >0.06): citrate or tricarboxylic
acid cycle (TCA,; citric and succinic acids) and pyruvate metabolism (lactic and acetic acids)
(Fig. 4A, 4D and 4G; Tables S5-S7).



Table 1. Organic acids and sugars in the faeces, intestine and liver of rats.

CG 0oG OIF OIFCO OCR

Faeces (mg/g)
Glucose 0.25+£0.10 0.55 £ 0.05* n.d. n.d. n.d.
Maltose n.d. 1.40 £ 0.02 n.d. n.d. 0.16 £ 0.06*
Total CHO 0.25 1.95 - - 0.16
Acetic acid 250+£0.11 2.20 £0.02 n.d. n.d. 1.00 = 0.06*+
Butyric acid 8.02+0.41 3.25+£0.19* 7.55 £ 0.33F 8.28+0.1178 7.29 £ 0.397#
Citric acid 0.13+£0.02 0.31+£0.07* 0.08 £ 0.03*7 n.d. 0.07 £ 0.02*}
Formic acid 1.30£0.03 2.90 £ 0.02* 0.01 £<0.01*¥ 0.60 £ 0.01*f 3.00 £0.10*
Lactic acid 3.40+0.19 11.00 £ 0.08* n.d. n.d. 3.30 £ 0.38F
Malic acid n.d. 1.40 £ 0.02 0.15 £<0.017 n.d. 0.18 £ 0.03}
Propionic acid 24.00 £ 0.27 21.00 £ 0.47* 0.59 £ 01*f n.d. 17.01 £ 0.52*18§
Succinic acid 0.57 £ 0.07 6.00 £ 0.06* 0.23 £<0.01 *f n.d. 0.34 +£<0.01 18§
Total OA 31.90 44.81 1.06 0.60 24.90

Intestine (mg/g)
Acetic acid n.d. 0.11+£0.01 2.30 £ 0.21F 1.90 + 0.04+ 0.12 £ 0.018#
Butyric acid 6.57 £0.14 4.87 £ 0.24* 6.02 + 0.22} 6.18 + 0.317 6.29 + 0.30F
Formic acid 6.50 £ 0.25 4.80£0.41 1.10 £ 0.12*} 1.60 + 0.05*18 4.70 £ 0.21*8#
Lactic acid 0.34 £0.07 0.51+0.01 14.00 + 0.68*f 10.00 £ 0.55*§ 0.32 £ 0.0478#
Propionic acid 7.60£0.70 7.30£0.23 36.00 + 0.33*F 13.00 + 0.48*78§ 6.80 £ 0.2578#
Succinic acid 0.28 +0.01 1.30 + 0.05* 0.01 £<0.01 *t 0.21 + 0.03*78§ 1.30 + <0.01*8#
Total OA 14.72 14.02 53.41 26.71 13.24

Liver (mg/g)
Glucose 9.20+£0.15 12.00 £ 0.11* n.d. n.d. 11.00 £ 0.45
Total CHO
Acetic acid n.d. n.d. 1.90 £ 0.03 0.36 £<0.01 8§ n.d.
Butyric acid 4,01 +£0.34 1.87 +0.18* 412 +0.13} 458 +0.41+ 4.19 + 0.35F
Citric acid 0.26 £ 0.01 0.61 + 0.06* 0.15 £ <0.01 *t n.d. 0.39 £0.01*§

Continue
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Table 1. Organic acids and sugars in the faeces, intestine and liver of rats.
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CG OG OIF OIFCO OCR
Liver (mg/g)

Formic acid 13.00 £ 0.69 16.00 £ 0.16* 2.20 £ 0.09*+ 7.40 £ 0.33*8 19.00 £ 0.53*s#
Lactic acid 1.30 £ 0.05 1.30 £ 0.02 14.00 £ 0.70*+ 8.00 £ 0.61*8 1.20 £ 0.708#
Malic acid n.d. n.d. n.d. 4.69 +<0.01 n.d.
Propionic acid 5.30 £ 0.27 9.50 + 0.02* 32.00 + 0.54*7 25.00 £ 0.54*}8 12.00 + 0.32*}8#
Succinic acid 0.11+£0.01 0.28 £ 0.01* 0.17 £ 0.02* n.d. 0.07 £ 0.01*+8§
Tartaric acid 0.35+<0.01 0.15 £ <0.01* n.d. n.d. 0.29 £ 0.01*%
Total OA 20.32 27.84 50.42 32.95 32.95

* Different from CG; 1 Different from OG; § Different from OIF; # Different from OIFCO (one-way ANOVA followed by Tukey's post-test or Student's t-

test, p<0.05). Legend: CG = control group; OG = obese rats without intervention; OIF = obese intermittent fasting; OIFCO = obese intermittent fasting

associated with coconut oil; OCR= obese group submitted to caloric restriction; CHO = carbohydrates; n.d. = not detected; OA = organic acids.
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Fig. 4. Impact of organic acids and sugars on metabolic pathways in faeces (A), intestine (D) and
liver (G) of rats. Each circle represents a metabolic pathway, the colour of the circle being based
on p-values (darker colours indicate more significant changes of metabolites in the corresponding
pathway), while the size of the circle corresponds proportionally to the pathway’s impact score.
Main metabolic pathways (selected by the size and colour of circles) affected by specific organic
acids and/or sugars in faeces (B and C), intestine (E and F) and liver (H and I).
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Effects of IF protocols on liver and intestinal histology

In the hepatic parenchyma, maintenance of architecture and organization of
hepatocytes and hepatic vessels is observed, compatible with normality in all
experimental conditions (Fig. 5A-E). In the histological analysis of the intestine,
preserved villi are observed with maintenance of enterocytes and glands without
abnormalities, with vascular preservation, compatible with normality in all experimental
conditions (Fig. 5F-J).

Fig.5. Histological sections stained with H&E of the liver (A-E) and intestine (F-J) of rats
subjected to different experimental conditions. Legend: CG = control group; OG = obese rats
without intervention; OIF = obese intermittent fasting; OIFCO = obese intermittent fasting
associated with coconut oil; OCR= obese group submitted to caloric restriction; V= intestinal

villus.

Discussion

Our results demonstrated that the diet rich in sugars (HS) such mono and
disaccharides increased the fat mass, BMI, CC, AC and reduced the lean mass of the rats,
in addition to increasing the serum TC and LDL and faecal E. coli count in the OG rats
compared to the control group. The obese group also showed alterations in the
concentrations of organic acids in the faeces, intestine and liver induced by the HS diet,
when compared to the CG. On the other hand, the interventions carried out in the OIF,
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OIFCO and OCR groups resulted in better somatic parameters, lower serum
concentrations of TG and LDL, reduction in faecal E. coli counts, increase in the
concentrations of total hepatic organic acids compared to the OG.

We observed that the OG remained with higher diet and energy consumption
compared to the control in the last four weeks of the experiment. In turn, dietary and
energy intake did not increase to compensate for the fasting periods in the OIF and OIFCO
groups, which may indicate that there was no excessive compensatory consumption.
Nevertheless, among interventions lower energy and diet intake were found in OCR. It is
important to highlight that the OCR group received 30% of the total daily calories
consumed by the OG group, however, the OIF and OIFCO groups consumed diet ad
libitum during the feeding window.

The HS diet was efficient in inducing obesity in OG rats when compared to CG,
by increasing BMI, fat mass and reducing lean mass. All interventions (OIF, OIFCO and
OCR) were able to reduce BMI and fat mass and preserve lean mass in obese rats
compared to OG. In the fasting period, lean mass can be preserved when ketone bodies
are used as an energy source from the degradation of fatty acids (Jamshed et al., 2019).
CO associated with IF may also have contributed to the reduction in fat mass, since this
oil is rich MCFA which are rapidly metabolized by the liver into energy in the form of
ketones (Vasconcelos et al., 2023). However, caloric restriction stood out among the
interventions in terms of improving somatic parameters. In the ORC, caloric restriction
can activate the adenosine monophosphate-activated protein kinase (AMPK) pathway
(Hardie, Ross, & Hawley, 2012), an important signalling pathway involved in the
regulation of energy homeostasis through fatty acid oxidation. Additionally, caloric
restriction can decrease the activity of mammalian target of rapamycin (MTOR)
(Sciarretta et al., 2021), a signalling pathway that plays a critical role in anabolism and
cellular growth. These processes result in improved preservation of lean mass and
reduction of body fat (Ge et al., 2022).

OIFCO and OCR groups exhibited the lowest metabolic load index. TG and
glucose are substrates that can undergo acute changes after food intake, and elevated
levels of postprandial glycaemia and triglycerides can cause tissue damage, increasing
the risk of diabetes, cardiovascular diseases, and other chronic diseases (Erridge et al.,
2007). Thus, metabolic load index is a measure that can provide a better understanding
of the metabolic challenge level that an organism faces during the fasting period or after
food intake (Emerson et al., 2016).
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In our study the HS diet led to an increase in serum levels of TC and LDL in obese
rats in comparison to control. The nutritional interventions were able to reduce the values
of TC, LDL, and TG, and particularly in the OIFCO group, still to increase HDL levels
in the rats' serum. Consistent with our findings, Marinho et al. (2019) observed that male
adult obese rats subjected to IF for 4 weeks, the same duration used in our study, exhibited
a reduction in serum concentrations of TG and TC. Furthermore, these beneficial results
on serum lipid profile may be related to the profile of bioactive compounds in virgin
coconut oil, such as MCFA, phenolic compounds, vitamin E, and phytosterols (Zicker et
al., 2019). It is worth noting that phenolic compounds are antioxidants that help prevent
LDL oxidation and consequently atherosclerosis (Famurewa and Ejezie, 2018).

OIFCO showed increased faecal excretion of TG and TC without interfering with
the levels of hepatic TC and TG. However, there was a significant reduction in serum TG,
TC, and LDL profiles, along with a notable increase in HDL. This effect is likely due to
the presence of CO, which is rich in MCFA that are easily absorbed and metabolized by
the liver, where they are converted into ketone bodies and used as an energy source. This
action leads to a decrease in fatty acid synthesis in the liver, resulting in a decrease in
cholesterol and triglyceride synthesis (Zhao et al., 2023).

Beyond that, IF can also stimulate the production of bile acids, which are
synthesized by the liver from cholesterol. Previous study has shown that IF can increase
the excretion of bile acids, which may contribute to the reduction of circulating
cholesterol levels in the blood and, consequently, lead to higher excretion of TC and TG
in faeces (Askungar et al., 2022).

Regarding faecal microbiota, the higher counts of Enterobacteriaceae and
Escherichia coli in the obese rat group may partially explain the elevated faecal excretion
of organic acids, reflecting increased production of these acids through microbial
fermentation. A hypercaloric diet promotes intestinal dysbiosis (DO et al., 2018), in
which microorganisms require a greater amount of energy from the diet and produce
organic acids for their proliferation (Bai et al., 2018). Lower faecal count of E. coli in
OIFCO rats, a potentially pathogenic bacterial species, is related to the MCFA present in
coconut oil that interact with bacterial cell membranes and are responsible for the
antibacterial activity of these compounds (Yoon et al., 2018). The lipophilic tail of fatty
acids aggregates with the phospholipids presents in the bacterial membrane, causing
disruption of membrane integrity and subsequent oxidation (Desbois et al., 2010).

Moreover, MCFA can disrupt electron transfer reactions by binding to electron carriers.
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This process prevents the production of cellular energy and decreases the membrane
potential, interfering with oxidative phosphorylation (Yonn et al., 2018), thus hindering
the proliferation of Escherichia coli.

OIF and OIFCO groups had higher intestinal and hepatic concentrations of organic
acids and maintained a similar pattern of metabolism of these compounds. This groups
had the lowest faecal concentrations of propionic acid compared to the other intervention
groups. This decrease is likely associated with the higher concentration of propionic acid
in colonic tissues, enabling its utilization as an energy source by the body during fasting
(Schonfeld and Wojtczak, 2016). In addition, lactic acid is used to synthesize propionic
acid, which may also have influenced these results (Vasconcelos et al., 2023). Propionic
acid can be converted into succinate, which is also an intermediate of the TCA cycle and
they play a significant role in regulating energy metabolism, with a preventive effect
against obesity (Chambers et al., 2015).

Additionally, we observed a reduction in faecal acetic acid in the caloric restriction
group, which is consistent with the findings of Butner et al. (2009). Their research
demonstrated that caloric restriction leads to a decrease in extracellular acetic acid due to
reduced availability of carbohydrates and lipids as energy sources. This reduction is
justified by the increased activity of enzymes involved in fatty acid oxidation and ketone
production, such as acetyl-CoA carboxylase and hydroxymethylglutaryl-CoA lyase,
which convert acetic acid into acetyl-CoA (Zheng et al., 2012). This conversion is
responsible for ATP production and facilitates the utilization of this organic acid as an
alternative energy source (Vadder et al., 2016).

Previous studies indicate that obesogenic diets reduce levels of faecal butyric acid,
which was also observed in the present study. Butyric acid can bind to the GPR41
receptor, a G-protein-coupled receptor. The GPR41 receptor plays a role in regulating
energy metabolism and appetite, primarily through the activation of peptide YY (PYY).
This interaction among butyric acid, the GPR41 receptor and PYY may potentially offer
benefits against obesity (Van Deuren et al., 2022). On the other hand, all interventions
(OIF, OIFCO and ORC) were able to increase butyric acid concentrations in the liver,
intestine and faeces, which is particularly important due to the role of this acid in
modulating the intestinal barrier, since its presence in intestinal cells stimulates
physiological, metabolic and immunological processes. In addition, butyric acid helps to
reduce luminal pH, inhibiting the growth of pathogenic bacteria that can be harmful to
health (Cantu-Jungles et al., 2019).
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Our results indicated that although exposure to HS diet caused systemic changes in
lipid metabolism and synthesis and excretion of organic acids, the period of exposure to
the diet may not have been sufficient to change the morphology of hepatic and enteric
tissues. Furthermore, despite the HS diet being rich in mono- and disaccharides, the global
amount of carbohydrates (72.71%) is lower than that contained in the commercial diet
(75.57%) and both are in accordance with the nutritional recommendations for rodents
(Reeves et al., 1993), which may also have influenced these results.

As limitations of the study, it would be relevant to evaluate the effects of IF
protocols compared to caloric restriction on enzymes involved in the beta-oxidation of
fatty acids, such as carnitine palmitoyltransferase I, Acyl-CoA dehydrogenase. For future
studies, the inclusion of the obese group treated with CO and the obese group treated with
CO combined with caloric restriction could bring other prominent metabolic responses
along the enterohepatic axis. However, it is essential to emphasize the importance of the
results of this study, which sought to demonstrate the effects of an IF protocol associated
with CO frequently performed by the human population and also compare it with caloric
restriction, which is the gold standard of dietary intervention in obesity. This study
presented, for the first time in the literature, the effects of these interventions on intestinal
and hepatic health in obese rats.

Our results demonstrated that all interventions improved somatic parameters such
as BMI, fat mass and lean mass, as well as lipid parameters in obese rats, with emphasis
on IF associated with CO and on the caloric restriction. All interventions reduced the
faecal count of the potentially pathogenic microorganism E. coli and mainly affected the
pyruvate metabolism and the TCA cycle, reducing the accumulation of body fat in the
rats. Thus, IF associated with CO brought benefits in several parameters of the
enterohepatic axis, comparable to caloric restriction in obese rats. Such effects may be
related to the antioxidant compounds and MCFA present in CO, and this protocol is
proposed as a variation of existing fasting protocols, which may be an alternative in

combating disorders of the enterohepatic axis caused by obesity.
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Table S1. Ingredients and macronutrients of the control diet and diet rich in sugars which

used in the experiment.

. - Diets
Ingredients and composition Control as
Ingredients
Crushed feed (g) 100.00 45.20
Refined sugar (g) - 9.60
Commercial condensed milk (mL) - 45.20
Macronutrients (%)
Carbohydrate 75.57 £0.14 72.71 £ 0.16*
Protein 22.00 £ 0.10 23.00 £ 0.10*
Fat 2.43+0.01 4.29 + 0.01*
Energy value (kcal) 412.15 421.45

* Significant difference between the diets (Student's t-test, p<0.05); HS= high-sugar diet

Table S2. Organic acids and sugars quantified in the control diet and in the diet rich in

sugars which used in the experiment.

Parameters Diets

Control HS
Mono and disaccharides (mg/g)
Glucose 1.89£0.09 37.64 £ 0.93*
Fructose 0.83+0.15 28.82 + 0.24*
Maltose 0.13+0.02 11.30 + 1.64*
Total sugars (mg/g) 2.85 77.76
Organic acids (mg/g)
Acetic 0.08 £<0.01 n.d.
Butiric n.d. n.d.
Formic 1.87+£0.78 0.52+0.15
Propionic 2.44 <0.01 0.22 £ 0.03*
Citric 3.37+£0.84 2.48 £ 0.40
Malic 5.04 <0.01 n.d.
Succinic 1.34 £ 0.05 2.61 £ 0.19*
Tartaric n.d. n.d.
Total organic acids (mg/g) 14.82 9.02

* Significant difference between the diets (Student's t-test, p<0.05). Legend: n.d= not detected;

HS= high-sugar diet

Table S3. Fatty acid composition of virgin coconut oil used in the experiment.

Fatty acids (%)

Virgin coconut oil

Caproic acid C 6:0
Caprilyc acid C 8:0
Capric acid C 10:0
Lauric acid C12:0
Miristic acid C 14:0

1.82 +0.32
5.87+0.35
6.43 £ 0.05
50.78 +0.1
18.32 + 0.05
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Palmitic acid C16:0 8.03£0.03

Stearic acid C18:0 2.81 +0.02

Arachidic acid C20:0 0.08 £0.01

Total saturated fatty acids (SFA%) 94.14 £ 0.93

Myristoleic acid C14:1 n5c n.d.

Palmitoleic acid C16:1 n7 n.d.

Oleic acid C18:1 n9c 4.99 £ 0.02

Vaccenic acid C18:1 n11 0.05 +<0.01

Gadoleic acid C20:1 n9 0.01 £<0.01

Total monounsaturated fatty acids(MUFA%b) 5.05+0.02

Linoleic acid C18:2 n6 ¢ (o 6) 0.83+£0.01

Total polyunsaturated fatty acids(PUFA%o) 0.83+£0.01

Total medium chain fatty acids (MCFA, Cs-C12) 64.90

Total long chain fatty acids (LCFA, C14-C24) 35.12

Legend: n.d= not detected.

Table S4. Somatic parameters of rats.

Groups
Parameters
CG oG OIF OIFCO OCR

Final weight (g)  395+20.49  447.5+33.28* 321.7+18.35*"  375+18.97%  277.5+12.94*7%
Length (cm) 24.17+0.68 25.83+0.81 24.25+0.52 25.25+0.42 24+0.847
AC (cm) 18.42+0.66  20.25+0.76* 17+0.32*f 17.25+0.69*"  15.83+0.82*5*
CC (cm) 15.17+20.26  17.67+0.82* 14.08+0.59*"  14.67+0.61" 13.33+0.41*15#
BMI (g/cm?) 0.66+0.01 0.69+0.01* 0.54+0.04*f 0.60+0.02*'8 0.53+0.05*"#
Lean mass 95.03+0.47  90.44%0.20* 95.31+0.177 96.04+0.65" 97.56+0.20* S
Fat mass 4.98+0.45  7.11%0.11* 4.46+0.25"  3.82+0.05"  1.91+0.07*%*

Values expressed as mean, with standard deviation from the mean. * Different from CG; f
different from OG; § different from OIF; # different from OIFCO (one-way ANOVA followed
by Tukey's post-test, p < 0.05). Legend: CG = control group; OG = obese group; OIF= obese

group submitted to intermittent fasting; OIFCO = obese group submitted to intermittent fasting

associated with coconut oil; OCR= obese group submitted to caloric restriction; AC = Abdominal

circumference; CC= Chest circumference; BMI = body mass index.
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Pathway Name Total Hits p -log(p) Holm p FDR Impact
Glycolysis / Gluconeogenesis 26 3 0.0097178 2.0124 0.068025  0.049558  0.02927
Pyruvate metabolism 22 2 0.014159 1.849 0.084956  0.049558  0.06065
Glyoxylate and dicarboxylate metabolism 32 3 0.023151 1.6354 0.11575 0.054019  0.03175
Propanoate metabolism 23 2 0.064905 1.1877 0.25962 0.080665 0.0
Citrate cycle (TCA cycle) 20 2 0.069141 1.1603 0.25962 0.080665  0.12311
Alanine, aspartate and glutamate metabolism 28 2 0.069141 1.1603 0.25962 0.080665 0.0
Butanoate metabolism 15 2 0.21447 0.66862 0.25962 0.21447 0.0

Raw p, the original p-value calculated by enrichment analysis; Holm p, p value adjusted by Holm Bonferroni method; FDR, false discovery rate.

Table S6. Pathway analysis for organic acids and carbohydrates from the intestine of rats

Pathway Name Total  Hits p -log(p) Holm p FDR Impact
Glyoxylate and dicarboxylate metabolism 32 2 0.16063 0.79419 1.0 0.54156 0.0
Pyruvate metabolism 22 2 0.35938 0.44444 1.0 0.54156 0.06065
Glycolysis / Gluconeogenesis 26 2 0.35938 0.44444 1.0 0.54156 0.02906
Citrate cycle (TCA cycle) 20 1 0.38683 0.41248 1.0 0.54156 0.03273
Alanine, aspartate and glutamate metabolism 28 1 0.38683 0.41248 1.0 0.54156 0.0
Butanoate metabolism 15 2 0.54602 0.26279 1.0 0.62425 0.0
Propanoate metabolism 23 2 0.62425 0.20464 1.0 0.62425 0.0

Raw p, the original p-value calculated by enrichment analysis; Holm p, p value adjusted by Holm Bonferroni method; FDR, false discovery rate.



Table S7. Pathway analysis for organic acids and carbohydrates from the liver of rats
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Pathway Name Total Hits p -log(p) Holm p FDR Impact
Propanoate metabolism 23 2 0.034444 1.4629 0.24111 0.19824 0.0
Butanoate metabolism 15 2 0.058004 1.2365 0.34802 0.19824 0.0
Citrate cycle (TCA cycle) 20 2 0.11328 0.94585 0.5664 0.19824 0.12311
Alanine, aspartate and glutamate metabolism 28 2 0.11328 0.94585 0.5664 0.19824 0.0
Glycolysis / Gluconeogenesis 26 3 0.60083 0.22125 1.0 0.76786 0.02927
Pyruvate metabolism 22 2 0.65817 0.18166 1.0 0.76786 0.06065
Glyoxylate and dicarboxylate metabolism 32 3 0.76906 0.11404 1.0 0.76906 0.03175

Raw p, the original p-value calculated by enrichment analysis; Holm p, p value adjusted by Holm Bonferroni method; FDR, false discovery rate.
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Fig. S1. Flowchart of the study design. Legend: CG = control group; OG = obese group; OIF=
obese group submitted to intermittent fasting; OIFCO = obese group submitted to intermittent
fasting associated with coconut oil; OCR= obese group submitted to caloric restriction. HS =

high-sugar diet.
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Different from CG; T different from OG; § different from OIF, # different from OIFCO (one-way
ANOVA followed by Tukey's post-test or or Student's t-test, p < 0.05). Legend: CG = control group;
OG = obese group; OIF= obese group submitted to intermittent fasting; OIFCO = obese group submitted
to intermittent fasting associated with coconut oil; OCR= obese group submitted to caloric restriction.
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Fig. S3. Hierarchical grouping
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based on Pearson's correlation matrix between biological
parameters of rats. Significant correlations were determined based on an r>0.6 and p<0.05.
Positive and negative correlations are shown as yellow and blue, respectively.
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ANEXO
Universidade Comissfo de Etica no
Federal da Uso de Animais
Paraiba i
CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada *AVALIACAQ DOS EFEITOS DO JEJUM INTERMITENTE ASSOCIADO A SUPLEMENTACAD DE
OLEQ DE COCO (Cocos nucifera L) SOBRE RATOS HIPERINSULINEMICOS®, protacolada sob o CEUA n@ 5752150319 o wearse), sob a
responsabilidade de Jailane de Souza Aquino e eguipe; Hassler Clementino Cavalcante - gque envaolve a produgao, manutencao
efou utilizagao de animais perbencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou
ensing - esta de acorda com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.8599 de 15 de julho de 2009, bem
coma cam as normas editadas pelo Conselho Macional de Controle da Experimentagio Animal ({COMCEA), e foi aprovada pela
Comisséo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal da Paraiba (CEUA/UFPE) na reunido de OyOE/20149.

We certify that the proposal "EVALUATION OF THE EFFECTS OF INTERMITTENT FUSION ASSOCIATED WITH THE SUPPLEMENTATION
OF COCONUT OIL (Cocos nucifera L.) ON HYPERINSULINEMIC RATS®, utilizing 108 Heterogenics rats {108 males), protocel number
CEUA 5752150319 no ooerse), under the responsibility of Jailane de Souza Aquino snd team; Hassler Clementing Cavalcante -
which invalwes the preduction, maintenance andfor use of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata
[except human beings), for scientific research purposes ar teaching - is in accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree

6899 of July 15, 2009, as well as with the rules issued by the National Council for Contrel of Animal Experimentation [CONCEA], and
was approwed by the Ethic Committee on Animal Use of the Federal University of Paraiba (CEUA/UFPE) in the meeting of
08/08/20149.

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Académica)
Vigéncia da Proposta: de 09/2019 a 03/2020 Area: Nutricio

Origem: Unidade de Praducdo Animal [PeFarM
Espécie: Ratos heterogénicos sexp:  Machos idade: &0 a 70 dias N: 108
Linhagem: Rattus Morvegicus - Wistar Pesa: 150 a 200 g

Local do experimento: Laboratdrio de Nuiricaoe Experimental, Centro de Ciéncias da Sadde, UFPB.

Jodo Pessoa, 10 de agosto de 2019
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Profa. Dra. Islania Gisela Albuquérque Gaongalves Prof. Dr. Ricardo Romao Guerra
Coordenadora da Comisséo de Etica no Use de Animais vice-Coordenadeor da Comissdo de Etica no Uso de Animais
Universidade Federal da Paraiba Universidade Federal da Paraiba
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