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RESUMO

A adrenal é uma importante glandula endocrina responsavel pela sintese de diversos
horménios esteroides como glicocorticoides, mineralocorticoides, precursores de
androgenos e estrogenos. O colesterol utilizado durante a esteroidogénese para producgéo
desses horménios esteroides é derivado das gorduras ingeridas na alimentacdo. A
quantidade e qualidade desses lipidios interferem na producdo hormonal e o excesso de
consumo de lipidios pode impactar negativamente nesse processo. Além da gordura
ingerida na alimentacdo, atualmente, vem crescendo o consumo de 6leos como
fitoterapicos como é o caso do 6leo de coco. Dessa forma, o objetivo do estudo foi
verificar os efeitos da ingestdo prolongada de 6leo de coco na adrenal de gerbilos. Para
isso, gerbilos da Mongdlia, machos, com 3 meses de idade, foram divididos em trés
grupos experimentais (n=12): um grupo controle intacto que nédo recebeu tratamento, um
grupo controle de gavagem, que foram gavados com 0,1 ml de agua diariamente, e um
grupo tratado com dleo de coco, que recebeu 0,1 ml de 6leo de coco diariamente. Os
animais foram tratados durante 12 meses e eutanasiados com 15 meses de idade. Depois
de coletados, os orgaos foram submetidos a analises morfoldgicas, morfométricas,
imuno-histoquimicas para identificacdo de receptores, enzimas, proliferacdo e morte
celular, além das analises hormonais e de Western Blotting. Os resultados obtidos
mostraram que o consumo prolongado de 6leo de coco promoveu uma reducdo no
acumulo de granulos de lipofuscina nas células do cértex da adrenal. Por outro lado, o
6leo ocasionou aumento da area das células e da espessura da zona reticulada e do
acumulo de goticulas lipidicas, além de reduzir a quantidade de enzimas estereidogénicas
como a CYP17, 3BHSD e 17BHSD. Foi observado também que o 6leo aumenta a
expressdo dos receptores de estrégeno do tipo alfa. Essas alteracBes nos permitem
concluir que as alteragbes na dieta lipidica podem ocasionar modificacdes na

morfofisiologia da adrenal e consequentemente impactar na funcionalidade da glandula.

Palavras—chave: Oleo de coco. Esteroidogénese. Dieta lipidica. Adrenal. Gerbilo da
Mongdlia.



ABSTRACT

The adrenal is an important endocrine gland responsible for the synthesis of various
steroid hormones such as glucocorticoids, mineralocorticoids, androgen precursors,
and estrogens. The cholesterol used during steroidogenesis to produce these steroid
hormones is derived from the fats ingested in the diet. The quantity and quality of these
lipids interfere with hormone production, and excessive consumption of lipids can
negatively impact this process. Besides the fat ingested in the diet, currently, the
consumption of oils such as coconut oil has been increasing. Thus, the objective of this
study was to verify the effects of prolonged coconut oil intake on the adrenal of gerbils.
For this purpose, 3-month-old male Mongolian gerbils were divided into three
experimental groups (n=12), an intact control group that received no treatment, a
gavage control group, which were received, orally, 0.1 ml of water daily, and a coconut
oil treated group, which received 0.1 ml of coconut oil daily. The animals were treated
for 12 months and euthanized at 15 months of age. After being collected, the organs
were submitted to morphological, morphometric, immunohistochemistry analyses to
identify receptors, enzymes, proliferation, and cell death, as well as hormonal and
Western Blotting analyses. The results obtained showed that prolonged coconut oil
consumption promoted a reduction in the accumulation of lipofuscin granules in
adrenal cells. On the other hand, the oil caused an increase in cell area and cross-linked
zone thickness and lipid droplet accumulation, and reduced the amount of
steroidogenic enzymes such as CYP17, 3BHSD, and 17BHSD. It was also observed
that the oil increases the expression of estrogen receptors of the alpha type. These
changes allow us to conclude that changes in the lipid diet may cause changes in
adrenal morphophysiology and consequently impact the functionality of the gland.

Keywords: Coconut oil. Steroidogenesis. Lipid diet. Adrenal. Mongolian gerbil.



LISTA DE ILUSTRACOES

Introdugéo

Figura 1 — Morfologia da adrenal.

Figura 2 — Esquema da esteroidogénese da adrenal.

Artigo

Figura 1 — Morfologia do cortex da adrenal.

Figura 2 — Acumulo de granulos de lipofuscina e goticula lipidica no cortex da
adrenal.

Figura 3 — Proliferacdo e morte celular do cértex da adrenal

Figura 4 — Expresséo de receptores.

Figura 5 — Expressao de enzimas estereidogénicas.

12
14

24
26

28
30
32



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Dados biométricos e morfométricos do cortex da adrenal.

Tabela 2 — Niveis hormonais séricos.

23
33



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

AR Receptor de androgeno

CYP17 Citocromo P450 17A1

CYP19 Citocromo P450 19A1

CYTB5 Citocromo B5

coO Oleo de coco

ERao Receptor de estrégeno tipo alfa
ERp Receptor de estrégeno tipo beta
GC Controle gavagem

DHEA Deidroepiandrosterona

DHEAS Sulfato de deidroepiandrosterona
HE Hematoxilina-eosina

HPA Hipotalamo-Hipofise-Adrenal

IC Controle intacto

PBS+NP40 Tampao fosfato-salino com NP40
PBSt Tampao fosfato-salino com tween
PHH3 Phospho-histona H3

StAR Proteina reguladora aguda da esteroidogénese
ZF Zona fasciculada

ZG Zona glomerulosa

ZR Zona reticulada

3BHSD 3B-hidroxiesteroide desidrogenase

17BHSD 17B-hidroxiesteroide desidrogenase



SUMARIO

1 Introducéo

1.1 Morfologia da Adrenal

1.2 Esteroidogénese na Adrenal

1.3 Oleo de Coco

1.4 Gerbilo da Mongolia

1.5 Justificativa

2 Objetivos

2.1 Objetivos especificos

3 Artigo a ser submetido para publicacdo
3.1 Title

3.2 Introduction

3.3 Methodology

3.3.1 Animals and experimental design
3.3.2 Morphological and morphometric analyses
3.3.3 Lipid Droplet Analysis

3.3.4 Immunohistochemistry analyses

3.3.5 Western blotting

3.3.6 Hormonal analyses

3.3.7 Statistical analyses

3.4 Results

3.4.1 Morphological and morphometric data
3.4.2 Proliferation and cell death

3.4.3 Receptor expression

3.4.4 Steroidogenic enzymes expression
3.4.5 Hormone levels

3.5 Discussion

4 Conclusdes

Referéncias

12
12
13
15
16
17
17
17
18
18
18
19
19
19
20
20
21
22
22
23
23
27
29
31
33
33
37
37



12

1 Introdugéo

1.1 Morfologia da Adrenal

As adrenais, ou também chamadas de suprarrenais, sdo glandulas enddcrinas,
presentes em par, localizadas acima dos rins. Histologicamente, séo divididas em medula,
a regido central da glandula, e o cértex, formando uma camada periférica, e que pode ser
dividido em trés zonas concéntricas: zona glomerulosa (ZG), zona fasciculada (ZF) e zona
reticulada (ZR) (Figura 1). Cada uma dessas regides secreta diferentes tipos de
horménios, como os mineralocorticoides, glicocorticoides e hormoénios gonadocorticodes
que tem funces vitais para a homeostasia do organismo, o que evidencia a importancia
da glandula (PIGNATTI; FLUCK, 2021).

Zona glomerulosa
»  Mineralocorticoide
+ Aldosterona

Zona fasciculada
Glicocorticoides
« Cortisol

« Corticosterona
Gonadocorticoides
* DHEA

* DHEAS

+ Androstenediona

Figura 1: Morfologia da adrenal. A glandula é dividida em medula (M) e cOrtex que por sua vez
é divido em trés zonas distintas a zona glomerulosa (ZG), fasciculada (ZF) e reticulada (ZR) (A).
As diferentes regides da adrenal possuem organizagdo e morfologia celular distintas e sdo
responsaveis pela producdo de diferentes horménios (B). Fonte: Figura adaptada de (ROSS;
PAWLINA, 2021).

A regido da medula é formada por tecido conjuntivo, diversos capilares
sanguineos e células cromafins, responsaveis pela secrecdo de catecolaminas, como
norepinefrina e epinefrina. A liberagdo desses horménios produzidos na medula estimula

a glicogendlise, aumento da presséo arterial, dilatacdo de vasos, aumento da frequéncia



13

cardica e respiratdria e diversas outras alteracdes no organismo que preparam 0 COrpo
para uma situagéo de resposta de “luta ou fuga” (BECHMANN et al., 2021).

A zona glomerulosa, a mais periférica do cortex, é formada por células piramidais
ou colunares, organizadas em corddes em formato de arco e atuam na secrecao de
mineralocorticoides, como aldosterona, que regula a homeostasia de sodio, do potassio e
no equilibrio hidrico, permitindo controlar a excre¢do de agua pelos rins, 0 que é de
extrema importancia, principalmente, para animais que vivem em situagdo de estresse
hidrico (KEMPPAINEN; BEHREND, 1997). A zona intermediaria do cértex, chamada
de zona fasciculada, formada por células grandes e poliédricas dispostas em corddes
retilineos, cuja principal secrecdo sdo os glicocorticoides, como o cortisol e o
corticosterona, que regulam o metabolismo de glicose e de acidos graxos, através de
processos como a gliconeogénese e glicogénese (PIGNATTI; FLUCK, 2021). Por fim, a
zona mais interna do cértex, zona reticulada, com células pequenas, dispostas em corddes
anastomosados e com grande quantidade de granulos de lipofuscina, cuja principal
secrecdo sdo 0s hormonios gonadocorticoides (androgénios suprarrenais), como a
desidroepiandrosterona (DHEA), sulfato de desidroepiandrosterona (DHEAS) e
androstenediona, que atuam no desenvolvimento de caracteristicas sexuais secundarias e
como precursores de outros hormonios como testosterona e estrogénio que atuam na
regulacdo dos 6rgaos reprodutivos (GALLO-PAYET; BATTISTA, 2014).

1.2 Esteroidogénese na Adrenal

Os hormonios esteroides, produzidos na adrenal, sdo sintetizados a partir do
colesterol através do processo de esteroidogénese e a maior parte desse colesterol € obtido
através da dieta (MILLER; AUCHUS, 2011). Inicialmente, a proteina reguladora aguda
da esteroidogénese (StAR) é responsavel por mobilizar o colesterol para dentro da
mitocondria, onde ele é clivado pela enzima CYP11, e convertido em pregnenolona. A
partir dessa conversdo a pregnenolona pode dar origem a diversos hormoénios como a
aldosterona, o cortisol, a testosterona, a androstenediona, o estradiol e o DHEA, atraves
de uma série de enzimas que possuem especificidade nas diferentes zonas do cértex
(TURCU; AUCHUS, 2015).
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Figura 2: Esquema da esteroidogénese da adrenal. As principais enzimas envolvidas no processo
e 0s principiais horménios produzidos. Fonte: Adaptado de MILLER; AUCHUS, 2011.

Grande parte dessas enzimas sdo da familia das Citocromos P450 e das
hidroxiesteroide desidrogenase (Figura 2). Como a 3[- hidroxiesteroide desidrogenase
(3BHSD) que converte pregnenolona em progesterona, 17a-hidroxipregnenolona em
17a-hidroxiprogesterona, DHEA em androstenediona e androstenediol em testosterona.
Dessa mesma familia afaz parte a 17p-hidroxiesteroide desidrogenase (17BHSD) que
atua na interconversdo de androstenediona em testosterona, DHEA em androstenediol,
estrona em estradiol entre outras reacGes. Outra enzima com papel fundamental na
esteroidogénese ¢ 17a-hidroxilase (CYP17) que atua principalmente na conversdo da
pregnenolona e progesterona em 17a-hidroxipregnenolona e 17a-hidroxiprogesterona,
respectivamente (MILLER; AUCHUS, 2011). Além dessas enzimas, ha outras enzimas
como a citocromo B5 (CYTB5) que ndo atua diretamente nas conversoes dos precursores
da esteroidogénese mas tem um papel importante no processo, regulando o
funcionamento das enzimas CYP17 e 3BHSD e consequentemente regulando a producéo
hormonal da glandula (STORBECK et al., 2015).

O colesterol utilizado durante a sintese dos hormonios esteroides, é em grande
parte obtido a partir da alimentacdo, dessa forma, a quantidade e a qualidade de gorduras
ingeridas pelo individuo podem impactar na esteroidogénese (ZHAO; ZHAO; ZHU,
2017). Estudos com camundongos ja demostraram que uma dieta com alto teor de gordura

interfere na concentracéo de corticosterona circulante no corpo, além de causar alteracfes
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no eixo hipotalamo-hipofise-adrenal (HPA), influenciando na producdo hormonal
(AUVINEN et al., 2012).

1.3 Oleo de Coco

O dleo de coco é extraido do fruto da Cocos nucifera, uma planta da familia
Palmae, e vem sendo utilizado ha muitos anos, principalmente na cultura oriental, como
um fitoterapico. Seu consumo vem aumentando nos ultimos anos, também, pela suposta
propriedade de auxiliar perda de peso, muito difundido nos meios de comunicagao
(RODRIGUES, 2012). Em 2010 foi produzido no mundo mais de 3,5 milhGes de
toneladas de Oleo de coco e grande parte dessa producdo é exportada para o Estados
Unidos e Unido Europeia, que sdo grandes consumidores do 6leo de coco, e que
apresentam, respectivamente, uma média de consumo de 1,28 kg e 1,3 kg per capita por
ano (EYRES et al., 2016).

Este 6leo contém alto nivel de &cidos graxos saturados e tambeém apresenta
caracteristicas Unicas como sabor e odor suave, alta resisténcia a rancificacdo, facil
digestdo e absorc¢do, além de uma faixa estreita de temperatura de fusdo (MARINA et al.,
2009). Alguns dos principais acidos graxos presentes no 6éleo sdo o acido laurico, o
miristico, o palmitico, o esteérico, o oleico e o linoleico (ASSUNCAO et al., 2009). E
também um 6leo rico em polifendis que possuem a¢des anti-inflamatérias ja comprovadas
(ZAKARIA et al., 2011).

O consumo de 6leo de coco possui beneficios, como efeitos antiulcerogénico,
antinociceptivo, anti-inflamatorio, antimicrobiano e hepatoprotetor (INTAHPHUAK;
KHONSUNG; PANTHONG, 2010; YEAP et al.,, 2015). A grande quantidade de
polifendis presente no 6leo auxiliou a reversao de hepatoesteatose, em estudos realizados
com ratos (NARAYANANKUTTY et al., 2018). O tratamento com 6leo de coco também
manteve niveis normais de colesterol e dos demais parametros lipidicos nos tecidos e no
sangue dos animais testados, mas aumentou a concentracdo de colesterol HDL (NEVIN;
RAJAMOHAN, 2004).

Experimentos realizados com ratos mostraram que a administracdo de 0leo de
coco aumentou o nivel das enzimas antioxidantes, preveniu a peroxidagdo dos lipidios, e
reduziu a quantidade de radicais livres no organismo, 0 que pode estar associado aos

componentes antioxidantes presentes em maior quantidade, em comparacdo a outros
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oleos (NEVIN; RAJAMOHAN, 2005, 2008). Efeitos semelhantes, in vitro, foram
também encontrados por Illam e colaboradores (2017) que verificaram que o tratamento
com o Gleo restaura, a niveis proximos do normal, diversas enzimas associadas ao estresse
oxidativo (ILLAM; NARAYANANKUTTY; RAGHAVAMENON, 2017).

O o6leo de coco possui efeitos em diversos 6rgdos e tecidos como no sistema
cardiovascular prevenindo doencas coronarianas, no controle de glicemias e do diabetes
tipo 2. Além disso, possui efeitos na satde da pele e cabelos no tratamento de dermatites
e protegendo os pelos de danos causados pelo calor. No sistema esquelético, ha evidéncias
que mostram que o 6leo auxilia na satde dos 0ssos e protege dos efeitos da osteoporose
(WALLACE, 2018).

Especificamente na adrenal, o 6leo de coco, em ratos, foi capaz de retornar a
parametros préximo do normal o peso da adrenal e a producdo de corticosterona, que
foram elevados experimentalmente pelo estresse (YEAP et al., 2015). Mas ainda néo

foram esclarecidos os efeitos do 6leo na morfofisiologia e esteroidogénese da glandula.

1.4 Gerbilo da Mongolia

O gerbilo da Mongolia (Meriones unguiculatus) é um modelo experimental ja
amplamente utilizado em estudos de biologia reprodutiva (RUIZ et al., 2023),
especialmente no estudo da prostata (CASTRO et al., 2021; CUSTODIO et al., 2008;
QUINTAR et al., 2017).

A adrenal do gerbilo possui um alto peso relativo quando comparada ao outros
roedores 0 que indica a importancia da glandula para a espécie (MALENDOWICZ,
1984). Para o estudo da glandula adrenal, o gerbilo da Mongdlia tem se apresentado como
um modelo animal promissor, por possuir a morfologia do tecido da adrenal muito
semelhante a dos primatas, apresentando as trés zonas do cortex bem definidas e aparentes
(KADIOGLU; HARRISON, 1975; MALENDOWICZ, 1984), diferentes de outros
roedores, como ratos e camundongos, que ndo possuem a zonas bem delimitadas,
possuem diferencas na enzimas estereidogénicas, como a CYP17 e ndo produzem
hormdnios androgénicos na adrenal (GALAC; WILSON, 2015) . Além dessas diferencgas
0 gerbilo secreta os principais horménios adrenocorticais, como o cortisol, 0 que

diferencia a espécie dos demais roedores utilizados como modelos experimentais, e a
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sugere como um modelo experimental adequado aos estudos da biologia da adrenal
(RUIZ et al., 2023).

1.5 Justificativa

O consumo excessivo de lipidios causa alteragdes na morfologia da adrenal, como
aumento da glandula e das zonas do cortex (TOPAL et al., 2019). Além disso, a dieta com
alto teor de gordura e carboidratos provoca lesdes na adrenal de gerbilos e altera
principalmente a zona fasciculada que € responsavel pela sintese de glicocorticoides
(BELLAHRECHE et al., 2022).

Dietas com alto teor de lipidios estdo cada vez mais presente no cotidiano das
pessoas com 0 aumento do consumo de alimentos industrializados e altamente
processados, mas também com o aumento da ingestdo de 6leos vegetais utilizados como
alimentos funcionais ou como possiveis fitoterapicos. O 6leo de coco € um exemplo
desses alimentos que teve seu consumo aumentado nos ultimos anos (RODRIGUES,
2012). O consumo prolongado desse 6leo pode ter impactos na morfofisiologia de
diversos orgaos e tecidos, inclusive da adrenal, pelo aumento da disponibilidade lipidica
no organismo. Assim, se faz necessario investigar os efeitos desse consumo a fim de se

obter parametros para avaliar os beneficios e riscos desse tipo de suplementacao.
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4 Conclusodes

O presente estudo mostrou que o consumo de 6leo de coco, por longo periodo,
promoveu alteracdes na morfologia da adrenal, aumentando a area celular e a espessura
da zona reticulada. Além disso, 0 6leo de coco provocou um aumento de goticulas

lipidicas nas células adrenocorticais.

O consumo prolongado do 6leo de coco reduziu a expressdo de enzimas
estereidogénicas como a CYP17, 3BHSD e 17BHSD, além de ocasionar um aumento dos

receptores de estrogeno do tipo alfa.

Dessa forma, podemos concluir que o aumento de lipidios na dieta, como o 6leo
de coco, ocasiona alteracdes na morfofisiologia da adrenal e que podem impactar na

funcionalidade da glandula.
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