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RESUMO

A prevaléncia de sobrepeso e obesidade estd aumentando rapidamente no mundo. Estima-se
que, aproximadamente, 641 milhdes de adultos em todo o mundo sejam obesos. O aumento
da obesidade pode ser explicado pelas mudangas socioeconémicas e nos padrdes alimentares
associados a baixos niveis de atividade fisica. Individuos obesos sdo predispostos ao
surgimento de complicagBes metabolicas, tais como resisténcia a insulina, inflamac&o cronica
subclinica e estresse oxidativo. Sabe-se que a producdo aumentada de citocinas derivadas dos
adipdcitos esta relacionada ao comprometimento da acdo da insulina e estresse oxidativo. Por
outro lado, tem sido reportado que a ingestdo de abacate acarreta em melhorias no controle
glicémico, perfil lipidico e estresse oxidativo. No entanto, os efeitos da suplementagdo com
6leo de abacate na obesidade e a modulacdo de mediadores inflamatorios, estresse oxidativo e
a sensibilidade a insulina ndo s&o conclusivos e carecem de maiores investigacoes. Neste
contexto, o presente estudo avaliou os efeitos da suplementacdo de d6leo de abacate sobre
parametros fisioldgicos, comportamentais e marcadores inflamatdrios e de estresse oxidativo
em camundongos C57BL/6J obesos induzidos por dieta hiperlipidica. Para tal, camundongos
foram divididos em dois grupos: alimentados com dieta padrdo e alimentados com dieta
hiperlipidica durante 20 semanas. Apo6s, foi realizado teste de tolerancia a insulina para
verificar a instalacdo da resisténcia a insulina. Apés confirmacdo, os animais foram divididos
em 4 grupos: Controle (Controle NS); Controle + éleo de abacate (Controle + OA); Obesos
induzidos por dieta hiperlipidica (DIO NS); Obesos induzidos por dieta hiperlipidica + 6leo
de abacate (DIO + OA). Os grupos suplementados receberam éleo de abacate (4 mL / kg de
peso corporal) via oral, uma vez ao dia, durante 90 dias. Uma semana antes do término do
experimento foram realizados os testes de tolerancia oral a glicose, campo aberto,
reconhecimento de objeto e labirinto em cruz. Apos o periodo de suplementacdo, 0s animais
foram eutanasiados e o sangue, tecido adiposo epididimal, hepatico, quadriceps e hipocampo
foram removidos para andlises histoldgicas, moleculares e bioquimicas. Os resultados
demonstraram que a suplementagdo com 6leo de abacate foi capaz de melhorar a sensibilidade
a insulina, melhorar as memorias de curto e longo prazo, diminuir o acimulo de gordura
hepatica e diminuir os triglicerideos séricos nos animais obesos induzidos por dieta. Além
disto, os niveis de DCF, nitrito e carbonilacdo de proteinas no tecido adiposo epididimal,
quadriceps e figado, bem como o conteddo de carbonil no hipocampo foram
significativamente diminuidos nos animais DIO + OA, concomitante ao aumento da atividade
antioxidante enddgena nestes animais. A suplementacdo nos animais obesos ainda induziu
reducdo das citocinas pro-inflamatérias TNFa e IL-1 no tecido adiposo epididimal ¢ no
quadriceps, e de IL-1B no hipocampo. Tomados em conjunto, os resultados demonstraram que
a obesidade induzida por dieta altera parametros metabolicos de maneira tecido dependente e
que o Oleo de abacate pode ser uma estratégia eficaz no tratamento das complicacGes
associadas a obesidade, mesmo sem alteragdes no peso corporal.

Palavras chaves: obesidade; estresse oxidativo; inflamacéo; sensibilidade a insulina; funcéo
cognitiva; 6leo de abacate.



ABSTRACT

The prevalence of overweight and obesity is increasing quickly in the world. It is estimated
that approximately 641 million adults worldwide are obese. The increase in obesity can be
explained by socioeconomic changes and dietary patterns associated with low levels of
physical activity. Obese individuals are predisposing to the onset of metabolic complications,
such as insulin resistance, subclinical chronic inflammation and oxidative stress. It is known
that increased production of cytokines derived from adipocytes is related to impaired insulin
action and oxidative stress. On the other hand, it has been reported that avocado intake leads
to improvements in glycemic control, lipid profile and oxidative stress. However, the effects
of avocado oil supplementation on obesity and the modulation of inflammatory mediators,
oxidative stress and insulin sensitivity are not conclusive and require further investigation. In
this context, the present study evaluated the effects of avocado oil supplementation on
physiological and behavioral parameters and inflammatory and oxidative stress markers in
C57BL/6J mice diet-induced obese. For this, mice were divided into two groups: fed standard
diet and fed high fat diet for 20 weeks. Afterwards, an insulin tolerance test was performed to
verify the installation of insulin resistance. After confirmation, the animals were divided into
4 groups: Control (Control NS); Control + avocado oil (Control + AQO); Diet-induced obesity
(DIO NS); Diet-induced obesity + avocado oil (DIO + OA). The supplemented groups
received avocado oil (4 mL / kg body weight) orally once daily for 90 days. After that,
glucose oral tolerance test, open field, object recognition and plus maze were performed.
After supplementation, the animals were euthanized and the blood, epididymal adipose tissue,
liver, quadriceps and hippocampus were removed for histological, molecular and biochemical
analysis. The results demonstrated that supplementation with avocado oil was able to improve
insulin sensitivity, improve short- and long-term memory, decrease hepatic fat accumulation
and decrease serum triglycerides in diet-induced obese animals. In addition, levels of DCF,
nitrite and carbonylation of proteins in the epididymal adipose tissue, quadriceps and liver, as
well as the carbonyl content in the hippocampus were significantly decreased in DIO + AO
animals, concomitant with the increase in endogenous antioxidant activity in these animals.
Supplementation in obese animals further induced reduction of the proinflammatory cytokines
TNFa and IL-1p in epididymal adipose tissue and quadriceps, and IL-1p in the hippocampus.
Taken together, the results demonstrated that diet-induced obesity alters metabolic parameters
in a tissue-dependent manner and that avocado oil may be an effective strategy in the
treatment of obesity-related complications, even without changes in body weight.

Key words: obesity; oxidative stress; inflammation; insulin resistence; cognitive function;
avocado oil.
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1 INTRODUCAO

1.1 OBESIDADE

A obesidade pode ser descrita como um acumulo anormal ou excessivo de gordura
corporal capaz de acarretar prejuizos a salde (Moraes et al., 2013); caracterizada pelo
desequilibrio no balango energético, em que as combinacbes de alta ingestdo caldrica
juntamente com o estilo de vida sedentario levam ao aumento significante de peso corporal
(Santos e Rabinovich, 2011), seguido pelo aumento do tecido adiposo, menor longevidade e
maior morbidade, com grandes propensdes ao desenvolvimento de doencas como diabetes,
hipertensdo, doencas cardiovasculares, dislipidemias e aterosclerose (Rito e Breda, 2006;
Pérez et al., 2013; Sasson et al., 2014).

A obesidade atinge proporcdes epidémicas em grande parte do mundo e vem
crescendo a cada década. Atualmente verifica-se que o aumento da obesidade se da em escala
global, afetando tanto os paises desenvolvidos quanto os em processo de desenvolvimento, e
ocorrendo principalmente no contexto urbano (NCD-RisC, 2016). No ano de 1975 a
obesidade atingia 4 milhdes de homens e 71 milhdes de mulheres no mundo, enquanto que em
2014, aproximadamente 266 milhdes de homens e 375 milhdes de mulheres foram
classificados como obesos. Destes, 58 milhdes dos homens e 126 milhdes das mulheres
apresentam obesidade severa (NCD-RisC, 2016). No Brasil, nos ultimos dez anos, a
populacdo com excesso de peso cresceu 26,3% e o numero de individuos obesos aumentou
60% (Ministério da Saude, 2017). Conforme os dados da Vigilancia de Fatores de Risco e
Protecdo para Doencas Croénicas por Inquérito Telefonico (VIGITEL), 57,7% dos homens e
50,5% das mulheres possuem excesso de peso, 18,1% da populagdo masculina e 19,6% das
mulheres sdo obesas (Ministério da Saude, 2017).

O aumento dos indices de obesidade se deve ao conjunto de modificacBes ambientais
que impulsionam o individuo a ganhar peso através da criagdo de um padrdo alimentar
inadequado. A influéncia do meio externo contribui para o maior consumo de alimentos
industrializados com alta densidade energética e poucos nutrientes, a0 mesmo tempo em que
h&d um aumento na inatividade fisica devido a natureza cada vez mais sedentaria de muitas
formas de trabalho, mudanga de modos de transporte e aumento da urbanizacdo (Malik et al.,
2013; WHO, 2018). Além disso, a composicdo genética dos individuos mostra forte
associacdo com a predisposicdo de se tornarem obesos (Bouchard et al., 2007; Farooqi, 2014).

A substituicdo de frutas e verduras por alimentos processados, refinados, ricos em
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carboidratos, gorduras e conservantes tem como desdobramento o aumento do peso corporal e
varios outros desfechos desfavoraveis a saude, que incluem resisténcia a insulina (RI) e

sindrome metabolica (Rios-Hoyo et al., 2014).

1.1.1 Obesidade, inflamacéo e resisténcia a insulina

As complicacBes decorrentes da obesidade estdo associadas, em parte, com alteracdes
no tecido adiposo. Inicialmente, o papel do tecido adiposo branco é armazenar a energia
excedente no corpo, garantindo a homeostase energética através da mobilizacdo dos estoques
de triglicerideos ou acidos graxos, conforme as necessidades metabolicas (Maury e Brichard,
2010). No entanto, os adipocitos também atuam no sistema nervoso central (SNC) regulando
indiretamente a ingestdo alimentar, através da secrecdo de leptina (Zhang et al., 1994;
Friedman, 2011). Além da leptina, os adipdcitos produzem uma variedade de moléculas
biologicamente ativas, denominadas adipocinas (como o fator de necrose tumoral alfa — TNFa
e a interleucina 1p — IL-1B), demonstrando o potencial enddcrino deste tecido (Jung e Choi,
2014; Alomar et al., 2015).

A rapida hipertrofia do tecido adiposo, decorrente do acumulo excessivo de
triglicerideos em resposta a sobrecarga de nutrientes e a baixos niveis de atividade fisica, leva
a sua remodelacdo, afetando todos os seus componentes celulares. A hipertrofia dos
adipdcitos e seguida pela infiltracdo de macrofagos e aumento da inflamagdo com producdo
exacerbada de adipocinas pro-inflamatérias, como TNFa, IL-1p e interleucina 6 (IL-6)
(Kintscher et al., 2008; Gaelic et al., 2010; Alomar et al., 2015), acompanhado por um
aumento da liberacdo de acidos graxos livres e desregulacdo da secrecdo de leptina (Gaelic et
al., 2010) e adiponectina (Wree et al., 2012). Juntos, estes eventos levam ao desenvolvimento
de um quadro de inflamac&o cronica subclinica (Gregor e Hotamisligil, 2011; Flehmig et al.,
2014). Tais alteragdes culminam no aumento da ingestdo alimentar, reducdo do gasto
energético através de acgOes no hipotalamo e alteracdes na homeostase de tecidos como

musculo e figado, promovendo RI (Gaelic et al., 2010) (Figura 1).



19

TECIDO ADIPOSO MAGRO

* *--------ll Macrdfago tipo M2

i

> EXCESSO ALIMENTAR

TECIDO ADIPOSO OBESO
* *....._.__. Infiltracdo do

Macrdfago tipo M1
hactes,

“ ..
* 8 +-m 8 Inflamagdo
- ®-
% 3
L AR
o W v u®
l RS L
CEREBRO Liberacao alterada de adipocinas

I I I
fl | Adiponectina Tact Trera

\LGasto Energético T Leptina TTNF—aIfa llL—]O

Tlngestéo Alimentar TResistina TIL— 6
Produc3o de Glicose
Hepatica
TGIicogenélise
Mlsaxo FiGao TGIiconeogénese

< L N
lCaPtaCéo de Glicose ? ‘
leidacéo de AGL \ ‘ ’
TGlicemia

Inflamacao Inflamacao
Acumulo Ectdpico de Lipideos Acumulo Ectdpico de Lipideos
Resisténcia a Insulina Resisténcia a Insulina

¥

RESISTENCIA INSULINICA SISTEMICA

Figura 1. Efeitos metabolicos da hipertrofia do tecido adiposo branco. Hipertrofia do tecido adiposo induz a
infiltracdo de macrdfagos e alteragdo na secrecdo de adipocinas e liberacdo de &cidos graxos, levando a
inflamacédo cronica de baixo grau. Como consequéncia, ha aumento da ingestdo alimentar, diminuicdo do gasto
energético, desequilibrio homeostatico de tecidos periféricos (principalmente muasculo e figado), agravando o
quadro inflamatério e promovendo RI. AGL = acidos graxos livres. IL = interleucina. RBP4 = Proteina Ligante
de Retinol A.

Fonte: Adaptada de Gaelic e colaboradores (2010).
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A inflamacédo é uma caracteristica comum que tem sido implicada na fisiopatologia de
varios disturbios associados a obesidade (Brestoff e Artis, 2015). InUmeras citocinas
secretadas pelo tecido adiposo em individuos obesos, tal como o TNFo, sdo capazes de
modular a acdo periférica da insulina (Osborn e Olefsky, 2012; Wensveen et al., 2015). O
TNFa inibe a sinalizacdo do receptor de insulina (IR) impedindo a propagacdo do seu sinal
(Yamasaki et al., 2018), além de aumentar a lipolise nos adipdcitos, com consequente
liberacdo de acidos graxos circulantes (Nakamura et al., 2014). Niveis elevados de acidos
graxos circulantes podem desencadear Rl em diversos tecidos, como figado e musculo
(Sartipy e Loskutoff, 2003; Kraegen e Cooney, 2008; Barma et al., 2009; Zhang et al., 2011).
Estudos tém demonstrado que a obesidade resulta da instalacdo de um processo inflamatério
no hipotalamo, que além de levar a resisténcia a hormoénios anorexigenos, como insulina e
leptina, gera um defeito na regulacdo da ingestdo alimentar e do gasto energético (De Souza et
al., 2005; Zabolotny et al., 2008; Moraes et al., 2009; Myers et al., 2010; Berglund et al.,
2012; Li et al., 2012).

Outro exemplo da relacdo entre desordens da obesidade e inflamagdo é a IL-1p.
Collins e colaboradores (2018) observaram significativa relacdo entre maior porcentagem de
gordura corporal e aumento nos niveis séricos de IL-1p em animais obesos induzidos por
dieta rica em gorduras e agucares (40% gordura e 45% acUcares). Estudos mostraram que 0
excesso de gordura corporal € um forte indutor de citocinas pré-inflamatorias (Manning et al.,
2008; Calder et al., 2011; Dror et al., 2017). Recentemente, Dror e colaboradores (2017)
demonstraram que os niveis de IL-1B sdo maiores no periodo pés-prandial. Estes mesmos
autores observaram que animais obesos induzidos por dieta rica em gordura (58% das calorias
provenientes de gordura saturada) expressaram maiores niveis de IL-1f3 em macrofagos, o que
contribui para a Rl e aumento do perfil inflamatorio. Em contrapartida, estudos demonstraram
que a reducdo de peso corporal e de gordura visceral, especificamente, podem aumentar 0s
niveis de adipocinas anti-inflamatorias, como adiponectina e IL-10, e reduzir os niveis de
adipocinas pro-inflamatorias, como TNFa e IL-1p (Arslan et al., 2010; Gaelic et al., 2010;
Dror et al., 2017).

Um dos maiores fatores que contribuem para a prevaléncia da obesidade e aumento da
inflamacdo, € a escolha da dieta, destacando-se aqueles induzidos por alguns &cidos graxos.
Krishnan e Cooper, demonstraram em 2014 que o tipo de gordura da dieta pode ter influéncia,
uma vez que manifestagfes mais pronunciadas de obesidade, inflamacéo e RI sdo observadas
guando a fonte de gordura contém quantidades substanciais de gordura saturada. Lancaster e

colaboradores (2018) demonstraram que o excesso do acido graxo saturado palmitato leva ao


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yamasaki%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29872751
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aumento da fosforilagdo de JNK e da liberagdo de TNFa. Por outro lado, o acido graxo
insaturado palmitoleato é incapaz de induzir a liberacdo de TNFa ou a fosforilagdo da JNK. O
palmitato ativa moléculas da via inflamatéria e o excesso de acidos graxos saturados de
cadeia longa, ativam, indiretamente, os receptores semelhantes ao Toll 4 (TLR4), os quais
desempenham uma conexdo importante entre os sistemas imune inato / adaptativo e o sistema
metabdlico, regulando a inflamacdo induzida pela obesidade (Lancaster et al., 2018). Além
disso, tem sido relatado o papel inflamatério desempenhado pela microbiota intestinal, que,
consequentemente, leva a inflamacdo sistémica (Sonnenburg e Backhed, 2016). Foi
demonstrado que a obesidade e dietas ricas em gordura saturada alteram a composicdo da
microbiota do intestino, aumentando a absorcao intestinal de produtos microbianos derivados
do intestino que levam a um aumento da concentracdo de lipopolissacarideos (LPS)
circulantes, um processo denominado endotoxemia metaboélica (Cani et al., 2007; Sonnenburg
e Backhed, 2016). Este processo, pode iniciar a inflamacao do tecido adiposo e a ativacéo de
macréfagos de maneira dependente da sinalizacdo via TLR4 (Caesar et al., 2015). Uma vez
recrutados para o tecido adiposo, 0os macrofagos, como resultado de uma reprogramacao
metabdlica, tornam-se altamente sensiveis aos efeitos inflamatorios dos acidos graxos
saturados de cadeia longa, cujas concentracdes estdo elevadas no tecido adiposo obeso
(Lancaster et al., 2018)

Em contrapartida, alguns estudos sugerem que dietas ricas em carboidratos causam
maior acimulo de gordura que dietas ricas em gordura. A ingestdo de carboidratos estimula a
secrecdo de insulina, facilitando o armazenamento de gordura no tecido adiposo e evitando a
sua oxidacdo por tecidos metabolicamente ativos. Uma vez que a gordura dietética ndo
estimula a secrecdo de insulina, estes estudos apontam que as dietas baixas em carboidratos,
mas maiores em gordura, reduzem a secrecdo de insulina, promovendo a perda de gordura do
tecido adiposo e tornando os acidos graxos livres disponiveis para oxidacdo (Westman et al.,
2007; Taubes, 2011; Ludwig e Friedman, 2014; Hall et al., 2017). No entanto, ainda existem
controversias em relacdo ao efeito tanto dos carboidratos quanto das gorduras no processo de
perda de peso. Hall e colaboradores (2017) encontraram que a reducdo seletiva de
carboidratos na dieta resultou na diminuicdo da secrecdo de insulina, aumento da oxidacéo de
gorduras e aumento da perda de gordura corporal em comparagdo com uma dieta
normocal6rica. Em contraste, a reducdo de gordura na dieta, apesar de ndo ter levado a
mudancas significativas na secrecdo de insulina ou oxidacdo de gorduras em relacdo a dieta
normocalorica, significativamente levou a maior perda de gordura corporal quando

comparada a uma dieta restrita em carboidratos (Hall et al., 2017).
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Apesar das discrepancias encontradas na literatura em relacdo ao efeito dos
macronutrientes no aumento de peso corporal, a literatura reporta que uma dieta rica em
frutas, vegetais e grédos pode prevenir diversas doencas, tais como doencas cardiovasculares,
diabetes e cancer (Fiedor e Burda, 2014; Mangge et al., 2014).

1.1.2 Estresse oxidativo na obesidade

O estresse oxidativo ocorre nas células como consequéncia de um desequilibrio no
sistema redox, devido ao excesso de radicais livres / espécies reativas, deplecdo de
antioxidantes ou ambos (Birben et al., 2012; Schieber e Chandel, 2014). Espécies reativas de
oxigénio (ERO) sdo atomos ou moléculas instaveis, altamente reativos, que possuem um ou
mais elétrons ndo pareados ocupando orbitais externos. Na tentativa de recuperar sua
estabilidade, estas moléculas ligam-se a compostos estaveis retirando elétrons a fim de
adquirir constancia, originando dezenas de ERO (Halliwell e Gutteridge, 2007; Birben et al.,
2012). Produzidas em todos os sistemas biologicos e por diferentes vias, possuem meia vida
extremamente curta, sdo altamente reativas e reagem facilmente com moléculas que se
localizam em torno do seu sitio de formacdo (Roberts e Sindhu, 2009). As espécies reativas
incluem os radicais livres anion superéxido (O2°), radical hidroxila (OH®), 6xido nitrico (NO),
radicais organicos (R*), radicais peroxil (ROO*) e alcoxil (RO), radical tiol (RS), radical
sulfonil (ROS*), radical peroxido tiol (RSOO) e dissulfetos (RSSR) e espécies nédo radicalares
como o peroxido de hidrogénio (H202), o oxigénio singlet (*O2), ozdnio trioxigénio (O3),
hidroxidos orgéanicos (ROOH), hipoclorito (HOCI), peroxinitrito (ONO-), anion carbonato
peroxinitroso (O=NOOCO02), anion nitrocarbonato (O2NOCO2 -), dioxido de nitrogénio
(NO2), a carbonila derivada de didxido de nitrogénio (NO2) e a carbonila derivada de
hidratos de carbono ou lipidios altamente reativos (Liou e Storz, 2010; Oliveira e Schoffen,
2010; Xu et al., 2014). A formacdo de radicais livres e ERO se propaga rapidamente,
acontecendo constantemente reacdes de Oxido-reducdo (Mamede e Pastore, 2004; Choi et al.,
2006).

O oxigénio é considerado o principal fornecedor de espécies reativas. Sob condicbes
fisiologicas normais, grande parte das ERO é produzida na mitocondria, através da cadeia
respiratoria, onde mais de 95% do oxigénio consumido € reduzido a &gua e o restante
utilizado na formacdo de ERO (2 a 5%) (Hernansanz-Agustin et al., 2017; Miranda-Vizuete e
Veal, 2017). O processo de reducdo do oxigénio a agua requer quatro elétrons, formando

assim duas moléculas de adgua. Porém, o oxigénio pode ser reduzido por um elétron por vez,
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levando a producdo de ERO. As primeiras ERO produzidas sdo o O2* e 0 H202, que sdo
menos reativos e menos danosos. Porém, na presenca de metais de transicdo como ferro e
cobre eles sdo convertidos a OH®, que apresenta alta reatividade com a célula (Halliwell e
Gutteridge, 1999; Dickinson e Chang, 2011). A producéo excessiva de O2* leva a formagéo
de peroxinitrito (ONOQ?®), através da reacdo do O.* com o NO, o que causa a reducdo da
biodisponibilidade do NO e a nitrosilacdo de proteinas (Huertas et al., 2013). Contudo, estes
compostos podem ser gerados em outros eventos bioquimicos; por células sanguineas, em
resposta a processos inflamatorios (Valko et al., 2007), pela auto-oxidacdo de catecolaminas e
lipoxigenases, através das xantinas oxidases, citocromo P450-oxidase, nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato oxidase (NAD(P)H oxidase) (Barbosa et al., 2010) e por fatores
externos tais como poluicdo, tabagismo e dieta inadequada (Scandalios, 2005).

As ERO estdo envolvidas em processos importantes, tais como os produtores de
energia, fagocitose, homeostase e equilibrio do crescimento e da sinalizacao celular, sintese
de compostos bioldgicos e defesa contra micro-organismos. No entanto, quando em excesso
apresentam efeitos maléficos, ocasionando prejuizos como danos a membranas lipidicas, a
proteinas e ao DNA (&cido desoxirribonucleico) (Cominetti et al., 2011; Talukder, 2011;
Schieber e Chandel, 2014) (Figura 2). A regulacdo adaptativa dos sistemas de defesa pode
proteger, parcialmente ou totalmente, a célula contra os danos oxidativos, mas pode também
levar a danos teciduais e eventualmente a morte celular por necrose ou apoptose (Valko et al.,
2007). Portanto, caso ndo haja mecanismos de defesa eficientes, como a ativacdo do sistema
de defesa antioxidante, os danos oxidativos podem trazer prejuizos significativos a salde
(Barreiros et al., 2006).

E-aw

Figura 2. Efeitos fisiologicos e efeitos patoldgicos das espécies reativas de oxigénio.

E através do sistema de defesa antioxidante, que em condicdes fisiologicas normais o
excesso de ERO e de seus produtos sdo transformados em substancias in6cuas ao organismo
(Poljsak et al., 2013). Os antioxidantes sdo definidos como qualquer substancia que, mesmo
presente em baixas concentragdes, quando comparada a do substrato oxidavel, regenera o
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substrato ou previne significativamente a oxida¢cdo do mesmo de maneira eficaz (Halliwel e
Gutteridge, 2007; Poljsak et al., 2013). Este sistema de defesa constitui complexa organizacédo
bioquimica, e encontra-se distribuido nos compartimentos extra e intracelular, do qual
participam enzimas e moléculas de origem enddgena e exdgena (Poljsak et al., 2013). Estas
substancias podem ser classificadas em enzimaticas, ndo enzimaticas e de membrana. Entre 0s
antioxidantes de membrana encontra-se a vitamina E, que atenua os efeitos da peroxidacéo
lipidica (Poljsak et al., 2013). Os ndo enzimaticos apresentam funcdes diferenciadas, dos
quais se destacam: cido drico, albumina, vitamina C, bilirrubina e proteinas plasmaticas. A
albumina liga-se a metais de transicdo e ao radical hidroxila, estabilizando-os (Roche et al,
2008). O 4acido urico reage com os oxidantes peroxila e hidroxila antes destes penetrarem na
membrana, e quela metais de transi¢cdo (Halliwell et al., 2000). A vitamina C € um potente
antioxidante, atuando sobre os radicais superéxido, peréxido de hidrogénio, hidroxila e
peroxila, assim como regenera a vitamina E evitando a peroxidacdo lipidica (Miller et al,
2013).

Os principais componentes do sistema antioxidante enzimatico incluem a superdxido
dismutase (SOD), a catalase (CAT) e a glutationa peroxidase (GPX), que sdo ativadas
normalmente durante o metabolismo celular. Porém, suas atividades podem aumentar em
funcéo da presenca de ERO (Miller et al., 2013; Schieber e Chandel, 2014). A enzima SOD
constitui a primeira linha de defesa enzimética contra a producdo intracelular de radicais
livres, catalisando a dismutacdo do anion superdxido a peroxido de hidrogénio (O2* + O +
2H" — H202 + 0O»), através de sucessivas oxidagdes e redugdes dos metais de transicdo que
constituem seu centro ativo (Tamayo et al, 2016) (Figura 3). Existem trés isoformas de SOD
no organismo, onde SOD1 encontra-se no citoplasma e contém Cu2* e Zn2* como centro
redox, ndo sendo sua atividade afetada pelo estresse oxidativo. A segunda isoforma, SOD2, é
expressa em mitocondrias, apresenta Mn2* como centro redox e tem sua atividade aumentada
na presenca de estresse oxidativo. Por ultimo, a SOD3 esta presente no liquido extracelular
apresentando Cu2* e Zn2* como centro redox (Tamayo et al, 2016).

A enzima CAT esta localizada principalmente no peroxissoma, entretanto, outras
organelas como as mitocéndrias podem apresentar pequena atividade de CAT. Tem como
principal funcdo catalisar a degradacdo do H.O, (Walton e Pizzitelli, 2012), apresentando
elevado turnover sob condicGes favoraveis, atingindo a capacidade maxima de 6 milhGes de
moléculas de H20, por minuto (Valko, 2006). Na reacdo, o H.O, € oxidado a oxigénio
molecular e reduzido a agua (2H202 — 2H20 + O2) (Walton e Pizzitelli, 2012) (Figura 3).
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Descrita primariamente como protetora da degradacéo oxidativa de hemoglobinas no
eritrocito (Mills, 1957), a GPX catalisa a redu¢do do H.O> (H202 + 2GSH (glutationa) —
GSSG (glutationa dissulfeto) + H20) e hidroperoxidos organicos (ROOH + 2GSH — ROH +
GSSG + H0) para agua e alcool, usando a glutationa como doador de elétrons (Halliwell e
Gutteridge, 2007; Neto et al., 2012). Com cerca de cinco isoformas existentes em mamiferos,
a GPX1 (citosol) é a principal redutora de H202 (Valko, 2006) (Figura 3).
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Figura 3. Sistema de defesa antioxidante enzimatico. A espécie reativa anion superéxido pode reagir com o
NO°*, gerando ONOO- ou a enzima SOD catalisa a dismutagdo do O,* a H.0, e Oy. A enzima CAT oxida 0 H20;
a H.0 e Oy A adigdo de ferro (Reacdo de Fenton) ao H,O, produz OH*. Por fim, A GPX catalisa a reducéo do

H20: a agua e alcool, utilizando a GSH como doador de elétrons.
Fonte: Adaptada de Neto e colaboradores (2012).

Em individuos obesos, hd uma relacdo inversa entre gordura corporal, obesidade
visceral e marcadores de defesa antioxidante (Chrysohoou et al., 2007). O estresse oxidativo
pode estimular a deposicdo de tecido adiposo branco, aumento na proliferacdo de pre-
adipdcitos, na diferenciacdo de adipocitos e no tamanho dos adipocitos maduros e alterar a
ingestdo de alimentos (Higuchi et al., 2013). As ERO estéo envolvidas no controle do peso
corporal exercendo diferentes efeitos sobre os neurdnios hipotalamicos, que controlam a
saciedade e o comportamento da fome (Horvath et al., 2009). Evidéncias sobre o estresse
oxidativo induzido pela obesidade sdo sustentadas a partir de estudos clinicos que
estabelecem correlagdes de biomarcadores e/ou produtos finais do estresse oxidativo

(peroxidacdo lipidica e carbonilacdo de proteinas) com o IMC (Vincent e Taylor, 2006;
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Sankhla et al., 2012). Adipdcitos hipertrofiados sdo fontes significativas de ERO, acarretando
em disfuncdes no tecido adiposo (Manna e Jain, 2015). Individuos obesos apresentam
aumento de acidos graxos livres circulantes, bem como armazenamento excessivo de gordura
no tecido adiposo branco. Niveis elevados de &cidos graxos livres no plasma promovem a
geracdo de anion superoxido na cadeia transportadora de elétrons (Egnatchik et al., 2014).
Além disso, na obesidade, o aumento de ERO pode ocorrer devido a hiperglicemia (Aronson
et al., 2002), deficiéncias de vitaminas e minerais (Ortega et al., 2012), inflamacdo crénica
(Fernandez-Sanchez et al., 2011), comprometimento da fungdo mitocondrial (Pennathur e
Heinecke, 2007), tipo de dieta (Khan et al., 2006), entre outros.

Roedores obesos possuem alto grau de peroxidacdo lipidica e producdo de H202 no
tecido adiposo, enquanto que tem a expressao e atividade de enzimas antioxidantes como
SOD, GPX e CAT reduzidas (Furukawa et al., 2004). Além disso, 0 estresse oxidativo
associado a obesidade tambem tem sido demonstrado por alterar a funcéo de diversos outros
tecidos (como o endotelial vascular, cardiaco e hepatico), contribuindo para uma infinidade de
desordens metabolicas relacionadas a obesidade, principalmente Rl (Urakawa et al., 2003;
Kanokwan et al., 2009; Jaiswal et al., 2015).

A sobrecarga intracelular de glicose, encontrada na obesidade, aumenta a via
glicolitica e o ciclo do acido tricarboxilico, levando a superproducéo de NADH (nicotinamida
adenina dinucleotideo) e FADH2 (flavina adenina dinucleotideo). O aumento exacerbado
dessas coenzimas causa vazamento de elétrons no complexo Ill da cadeia respiratoria,
levando & produgdo de superoxido. Esse radical livre inibe a gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase (GAPDH) e, portanto, redireciona os metabdlitos para quatro vias alternativas
(Pennathur e Heinecke, 2004): a) a glicose é deslocada para a via do poliol; b) a frutose-6-
fosfato € direcionada para a via da hexosamina; c) os fosfatos de triose produzem
metilglioxal, o principal precursor dos produtos finais de glicacdo avancada (AGE); e d) o
fosfato de diidroxiacetona (DHAP) é convertido em diacilglicol, o qual ativa a via PKC. A
ativacdo dessas vias alternativas induz o estresse oxidativo / nitrosativo, aumentando a
producdo de radicais livres ou prejudicando as defesas antioxidantes. A formacdo de AGE e
ativacdo de PKC, por exemplo, estimulam a producdo de espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio ativando NOX e NF-kB (Diaz-Meco e Moscat, 2012; Piperi et al., 2012). Ativacédo
de NF-kB impulsiona a transcri¢do de citocinas pro-inflamatorias (como o TNFa), da enzima
oxido nitrico sintase induzivel (INOS) e microRNAs envolvidos na adipogénese, inflamagéo e

estresse oxidativo (Bondia-Pons et al., 2012).
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Algumas das condig¢Oes geradoras de estresse oxidativo na obesidade e o papel do

estresse oxidativo no desenvolvimento de riscos a salde associados a obesidade sdo descritos

na Figura 4.
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Figura 4. Condicdes geradoras de estresse oxidativo na patogénese da obesidade e o papel do estresse

oxidativo no desenvolvimento de riscos a salde associados a obesidade.

1.1.3 Obesidade e funcéo cognitiva

Embora os sistemas nervoso central e periférico sejam bastante distintos em forma e
funcdo, ambos sdo suscetiveis a disfuncdo induzida pela obesidade, sugerindo que
mecanismos comuns que contribuem para a progressdo da doenca podem ser perpetuados pela
adiposidade visceral. Também é importante reconhecer que a obesidade controla outros
componentes da sindrome metabodlica que estdo fortemente ligados a déficits neuroldgicos
(por exemplo, existem fortes associagdes entre a Rl e o declinio cognitivo) (O’Brien et al.,
2017).

Evidéncias acumuladas demonstram que o SNC e a funcdo cognitiva sao
adversamente afetados pela obesidade. Por exemplo, estudos de meta-analise mostraram uma
forte associacdo entre obesidade e distdrbios neurologicos, como deméncia e doenga de
Alzheimer (Anstey et al., 2011; Pedditizi et al., 2016), e indicam que individuos obesos tém

duas vezes mais chances de desenvolverem doenca de Alzheimer comparados a individuos



28

eutroficos (Anstey et al., 2011). Além disso, um estudo post-mortem mostrou que pacientes
idosos, obesos morbidos, apresentaram niveis mais elevados de marcadores hipocampais
associados a Doenca de Alzheimer (proteina B-amildide e proteina tau) em relacdo a
individuos nao obesos (Mrak, 2009).

Tem sido bem estabelecido que o comprometimento cognitivo leve ocorre antes da
deméncia, e varios estudos prospectivos (Elias et al., 2005; Cournot et al., 2006; Sabia et al.,
2009; Hassing et al., 2010) demonstraram que a obesidade confere risco aumentado de
comprometimento cognitivo leve, e que isto é independente da idade. Embora haja
controveérsias na relagdo entre obesidade e prejuizo cognitivo (Alhurani e colaboradores
relataram, em 2016, que a perda de peso com o envelhecimento prediz 0 comprometimento
cognitivo leve e Qizilbash e colaboradores, em 2015, ndo observaram relacdo entre aumento
do risco de comprometimento cognitivo leve e IMC elevado), a maioria dos estudos indica
que IMC elevado esta associado a deficits de atencdo, pouca fungdo executiva,
comprometimento da tomada de decisdes e diminuicdo da aprendizagem verbal e de memoria.
Além disso, a alta ingestao de gordura dietética reduz a plasticidade sinaptica no hipocampo e
cortex cerebral de roedores (Molteni et al., 2002; Wu et al., 2003; Stranahan et al., 2008), e ha
evidéncias que suportam a hipdtese do aumento de apoptose neuronal nas regides do
hipocampo e hipotdlamo alterando a funcdo cognitiva (Moraes et al., 2009; Rivera et al.,
2013).

As alteracbes na funcdo cognitiva desencadeadas pela obesidade e a sindrome
metabolica podem estar associadas a diminui¢do do fator neurotréfico derivado do cérebro
BDNF (Wu et al., 2004). O BDNF suporta a plasticidade sindptica e a excitabilidade neuronal
(Jovanovic et al., 2000) e possui importante papel na manutencdo da funcdo de aprendizagem
e memoria (Kovalchuk et al., 2002). Pistell e colaboradores, em 2010, demonstraram
associacao do aumento de inflamacdo cerebral com niveis diminuidos do fator neurotréfico
derivado do cérebro (BDNF). A ativacdo da microglia no hipocampo de ratos, via injecao
local de LPS, causa aumento na producéo de IL-1B e TNFa e diminui¢do da expressdo de
BDNF (Tanaka et al., 2006).

Desta maneira, a complexa patogénese da obesidade indica a necessidade de diferentes
estratégias interventivas para confrontar esse problema. Suplementos alimentares e terapias
baseadas em dietas ou medicamentos para reducdo de peso estdo entre as alternativas
medicinais mais comuns (Barnes et al., 2002; Fiedor e Burda, 2014; Mangge et al., 2014).
Como alternativa de tratamento da obesidade e suas complica¢des, uma variedade de plantas e

frutos, quer como compostos puros ou como extratos, que exercem efeitos positivos no
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metabolismo lipidico e da glicose, além de atividade anti-inflamatéria, vém sendo estudados,

entre 0s quais, encontra-se o abacate (Hasani-Ranjbar et al., 2013).

1.2 INTERVENCOES NUTRICIONAIS COMO TERAPEUTICA DA OBESIDADE

1.2.1 Abacate e suas propriedades

A alimentacdo € um fator que desempenha papel fundamental no estilo de vida,
influenciando na salde e qualidade de vida. Sabe-se que populagBes com alto consumo de
carnes, laticinios e acUcares tém uma maior taxa de mortalidade do que aquelas que se
alimentam principalmente de frutas, legumes, peixes e 06leos insaturados (Gorinstein et al.,
2011).

O abacate (Persea americana), pertencente a familia Lauraceae, € um fruto nativo das
Américas Central e do Sul. Crescentes evidéncias a cerca dos beneficios do abacate tem
conduzido tanto para 0 aumento do consumo guanto para o incentivo a pesquisas sobre os
seus beneficios a saude. Em 2011, a producdo mundial de abacate atingiu 4,4 milhdes de
toneladas, aumentando cerca de 20% de 2007 a 2011 (FAO, 2013).

A parte comestivel do abacate é composta principalmente por 6leos, tendo predominio
do &cido oleico (Bergh et al., 1992; Fulgoni et al., 2013; Duarte et al., 2016). Quanto aos
hidratos de carbono, cerca de 60% s&o derivados de aclcares de sete carbonos, tais como D-
manoeptulose e perseitol (Liu et al., 2002). Quando comparados a outros frutos/frutas,
abacates sdo ricos em gordura (aproximadamente 15g a cada 100g), sendo estas,
predominantemente acidos graxos monoinsaturados (9,69 a cada 100g), que representam
62,8% a 63,6% do total dos acidos graxos encontrados nos abacates (Langenhoven et al.,
1991; Fulgoni et al., 2013). Além disso, contém aproximadamente 5.2g de fibras a cada 100g
(75% insoluveis e 25% soluveis) e fitonutrientes essenciais (Naveh et al., 2002; Fulgoni et al.,
2013). Abacates sdo fonte de fitoquimicos e nutrientes tais como vitamina E, luteina,
glutationa, B-sitosterol, folato, potassio, magnésio e fibras (Dreher e Davenport, 2013).

Nos altimos anos, tem crescido as investigacdes a cerca dos beneficios do consumo de
abacate, principalmente na forma de éleo extravirgem. O 6leo de abacate possui propriedades
fisico-quimicas semelhantes as do o6leo de oliva, principalmente pela composicdo de seus
acidos graxos, predominando em ambos o acido oleico (Tango et al., 2004). O 6leo extraido
da polpa do fruto é rico em acidos graxos poli-insaturados (PUFA): linoleico (6,1 - 22,9%) e

linolénico (0,4 - 4%); e monoinsaturados (MUFA): oleico (31,8 - 69,6%). A composic¢do dos
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acidos graxos do 6leo de abacate varia conforme suas cultivares, estigio de maturacdo, regido
anatébmica do fruto e localizacdo geogréafica do plantio (Tango et al., 2004).

O oleo de abacate possui elevados niveis de antioxidantes, que incluem polifenais,
proantocianidinas, tocoferdis e carotenoides, que tém mostrado resultados positivos para a
salde. Estudos em humanos e modelos animais mostraram que ele ajuda a controlar o peso,
reduz o risco de diabetes (Lerman-Garber et al., 1994; Radika et al., 2013), normaliza os
niveis sanguineos de colesterol (Carvajal-Zarrabal et al., 2014) e estd envolvido no

metabolismo hepéatico (Werman et al., 1991; Brai et al., 2014).

1.2.2 Abacate e obesidade

Os efeitos anti-obesidade do abacate tém sido relatados tanto para as folhas quanto
para o fruto. As folhas do abacateiro sdo tradicionalmente utilizadas como tratamento
alternativo para doencas como hipertensdo, diarreia, piorreia, hemorragia e dor de garganta
(Brai et al., 2007). Brai e colaboradores (2007) relataram que o tratamento com solucao
aquosa e extratos metandlicos das folhas da Persea Americana (10 mg / kg) durante 8
semanas em ratos hipercolesterolémicos (alimentados com dieta contendo 20% de dleo de
amendoim, 0,5% de colesterol e 0,25% de acido oleico) reduziu em 25% o ganho de peso
corporal quando comparados ao controle. Padmanabhan e Arumugam (2014) observaram que
a suplementacdo com extrato hidroalcodlico do fruto (100 mg / kg de peso corporal), durante
12 semanas, significativamente reduziu o ganho de peso (24,77%) e o IMC (17,92%) em ratos
alimentados com dieta rica em gordura. Em ratos diabéticos, a administracdo de uma Unica
dose de extrato aquoso do abacate (100-200 mg / kg) melhorou a concentracdo sanguinea de
glicose apos 12h (diminuicédo de 24, 22 e 32% com 100, 150, e 200 mg / kg, respectivamente)
(Antia et al., 2005).

Algumas evidéncias apontam que o abacate possui agdo hepatoprotetora. Estudo
realizado com ratos intoxicados por CCL4 (estimulador de dano hepatico) mostrou que o pré-
tratamento com extrato aguoso de abacate (100 e 200mg / kg) por 7 dias protegeu 0s animais
contra a toxicidade hepatica induzida por CCL4, uma vez que reduziu a atividade das enzimas
hepéaticas aspartato aminotransferase e alanina aminotransferase séricas, assim como
bilirrubina sérica (Brai et al., 2014).

O sitosterol acido oléico é o principal componente do Oleo de abacate. Os
fitoesteroides, como o sitosterol, campesterol e estigmasterol sdo esteroides de origem vegetal

gue possuem estrutura quimica andloga ao colesterol. O estudo destas substancias e seus



31

efeitos hipolipemiantes séo realizados visando a prevencdo e controle de dislipidemias
(Martins et al., 2004). O B-sitosterol regula os niveis de colesterol (Wu et al., 2014), diminui
os riscos de formacdo de placas aterogénicas (Rosenblat et al., 2013) e controla a glicemia
(Radika et al., 2013). Além disso, melhora no controle da glicemia, perfil lipidico e indice
aterogénico tem sido observados em pacientes diabéticos que incluem o abacate em suas
dietas (Carranza-Madrigal et al., 2008).

Colette e colaboradores (2003) investigaram os efeitos da dieta rica em MUFA na
perda de peso, concentracdes séricas de lipideos e alguns fatores de risco cardiovasculares em
individuos com sobrepeso durante 8 semanas. Os resultados do estudo mostraram que a
diminuicdo da ingestdo energética teve o mesmo efeito sobre a perda de peso corporal que a
dieta rica em MUFA. Ainda, a dieta rica em MUFA (provenientes do azeite de oliva e do 6leo
de abacate) apresentou maior efeito sobre os triglicerideos séricos quando comparada a dieta
pobre em gorduras. MUFAs também diminuem os niveis de colesterol total quando
comparado a acidos graxos saturados (Kien et al., 2014). As altas concentracdes de MUFAS
no abacate sugerem que a dieta rica em abacate resulta em efeitos benéficos sobre os lipideos
sanguineos (Mahmassani et al., 2018).

Carvajal-Zarrabal e colaboradores (2014) mostraram que a suplementagdo com 6leo de
abacate (7,5% da dieta) em animais alimentados com dieta a base de sacarose resultou em
diminuicdo dos triglicerideos séricos, LDL-c (lipoproteina de baixa densidade) e VLDL-c
(lipoproteina de muito baixa densidade), quando comparados aos animais suplementados com
6leo de canola (7,5% da dieta). Adicionalmente, animais suplementados com abacate
apresentaram diminuicdo de inflamacéo (proteina C reativa). Estudos em humanos e modelos
animais mostraram que o abacate ajuda a controlar o peso, reduz o risco de diabetes (Lerman-
Garber et al., 1994; Del Toro-Equihua et al., 2016) e esta envolvido no metabolismo hepatico
(Werman et al., 1991).

Seus efeitos sobre o sistema oxidante também tem sido relatados. Ortiz-Avila em 2015
demonstraram que a suplementacdo com 6leo de abacate diminui os niveis de ERO e das
substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS) nas mitocondrias cerebrais de ratos
diabéticos e por outro lado aumenta a razdo GSH/GSSG. Quanto as alteraces na funcéo
mitocondrial foi relatado que o 6leo de abacate impede a disfuncdo renal mitocondrial em
ratos com diabetes mellitus tipo 1 induzido por estreptozotocina por preservar a atividade do
complexo Il da cadeia de transporte de elétrons e atenuar a producdo de ERO devido a

protecédo da integridade do citocromo c e c1 (Ortiz-Avila et al., 2013).
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No entanto, as pesquisas acerca dos efeitos do abacate sdo escassas, e pouco tem sido
relatado sobre os efeitos do 6leo de abacate na reducdo de mediadores inflamatorios, estresse
oxidativo e consequente melhoria da sensibilidade a insulina. Adicionalmente, o0s
componentes fitoquimicos do 6leo de abacate sdo também relacionados & melhora do perfil
metabdlico (Carvajal-Zarrabal et al., 2014), de modo que, espera-se que as propriedades
benéficas do 6leo de abacate resultem em inumeros efeitos benéficos para a salde. Desta
forma, o presente estudo buscou avaliar os efeitos da suplementacdo com 6leo de abacate
sobre o perfil metabdlico, fisioldgico, comportamental, inflamatério, e de estresse oxidativo

sistémico e central em camundongos obesos.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos da suplementacdo de 6leo de abacate sobre pardmetros fisiologicos,

comportamentais e marcadores inflamatorios e de estresse oxidativo em camundongos

C57BL/6J obesos induzidos por dieta hiperlipidica.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar os efeitos da suplementacdo de 6éleo de abacate em camundongos C57BL/6J

obesos induzidos por dieta hiperlipidica sobre:

peso corporal total, indice de adiposidade e ingestdo energética;

sensibilidade a insulina (KiTT);

niveis séricos de triglicerideos e colesterol total;

fungéo cognitiva, motora e ansiedade;

niveis das citocinas TNFa, IL-1pB e IL-4 no musculo quadriceps, tecido adiposo
epididimal, figado e hipocampo;

niveis de fatores neurotréficos no hipocampo;

producédo de ERO, nitrito e carbonilacdo de proteinas no muasculo quadriceps,
tecido adiposo epididimal, figado e hipocampo;

atividade das enzimas antioxidantes SOD e CAT no musculo quadriceps,
tecido adiposo epididimal, figado e hipocampo;

histologia do tecido hepatico.



34

3 MATERIAL E METODOS

3.1 ASPECTOS ETICOS

Este projeto foi avaliado e aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA)
da Universidade do Extremo Sul Catarinense — UNESC (protocolo 007/2017-1 - ANEXO A).
Todos 0s experimentos respeitaram estritamente os principios éticos da experimentacéo

animal.

3.2 CARACTERIZACAO DOS ANIMAIS E DIETA

Foram utilizados 40 camundongos C57BL/6J machos, recebidos com quatro semanas
de vida provenientes do Centro de Bioterismo da Universidade do Extremo Sul Catarinense
(UNESC), mantidos em ciclos de 12 horas claro e 12 horas escuro, ambiente com 70% de
umidade e com temperatura entre 20°C e 22°C, alojados em gaiolas de poliuretano com
cobertura metélica (cinco animais por caixa), alimentados com racdo padréo para roedores e
agua ad libitum durante o periodo de adaptacéo.

Apos periodo de adaptacdo, os camundongos foram inicialmente divididos em dois
grupos: alimentados por 20 semanas com dieta padrdo para roedores (22,0% de proteina;
53,0% de carboidrato; 4% de lipideos — referente as calorias, 0 que corresponde a
aproximadamente 2,9 kcal/g - Puro Lab 22PB, Porto Alegre, RS), denominado grupo
Controle e alimentados por 20 semanas com dieta hiperlipidica (26% de carboidrato; 14,9%
de proteina; 59% de gordura — referente as calorias, totalizando 5,35 kcal/g - PragSolucGes

Servicos e Comércio Ltda, Jau, SP) (Tabela 1 e Anexo B), denominado grupo DIO.

Tabela 1: Composicao da dieta hiperlipidica da empresa PragSolugdes

9/1000g Kcal/1000g
Amido de milho 1475 590
Caseina 200 800
Amido Dextrinizado 100 400
Sacarose 100 400
Oleo de soja 40 360
Celulose 50 -
Microcristalizada
Mix Mineral AIN93G 35
Mix Vitaminas AIN93 10
L-cistina 3
Bitartarato de Colina 2,5 -
Banha de Porco 312 2808
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Apos instalacdo do quadro de resisténcia & acdo da insulina (comprovada pelo teste de
tolerancia a insulina), os animais foram distribuidos randomicamente em quatro (4) grupos
experimentais (n=10):

Grupo 1 — Dieta padréo, ndo suplementado (Controle NS);

Grupo 2 — Dieta padréo, suplementado com 6leo de abacate (Controle + OA);

Grupo 3 — Obeso induzido por dieta, ndo suplementado (DIO NS);

Grupo 4 — Obeso induzido por dieta, suplementado com 6leo de abacate (DIO + OA).

As etapas do trabalho encontram-se na figura 5.

40 Camundongos

C57BL/6J machos
: F e $
’ > "o o
6\‘b ° & \% S Qo ob
N \D(Q Vo ,\;\/ m'):{pg
DIO + OA
DIO NS
20 semanas 90 dias
Controle + OA
Controle NS
. . Teste de ¥ Eutanasia
Inicio da dieta tolerancia Inicio da suplementagdo o
Dieta padrao a insulina com 6leo de-abacate W Teste de tolerancia a insuling
Suplementaciao com éleo de > 4mL/kg y Labirinto em cruz elevada
abacate ‘ flepesoicorporal Reconhecimento de objeto

Dieta hiperlipidica
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Figura 5. Desenho experimental.

DIO = Obesidade induzida por dieta; NS = N&o suplementado; OA = Oleo de abacate.

3.2.1 Suplementacd@o com 6leo de abacate

Os animais submetidos a suplementacao receberam 0leo de abacate prensado a frio (4
mL / kg de peso corporal) via oral, uma vez ao dia, durante 90 dias (Ortiz-Avila et al., 2015).
O ¢leo de abacate foi adquirido da empresa Pazze Industria de alimentos LTDA (Panambi,
Rio Grande do Sul, Brasil) apresentando 100% de pureza. Durante os 90 dias de

suplementacdo, ambos 0s grupos continuaram a receber suas respectivas dietas.
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3.2.1.1 Caracterizacdo do 6leo de abacate por cromatografia gasosa

3.2.1.1.1 Preparo da amostra

Uma massa de 6leo de abacate de 301 mg foi transesterificada pelo método ISO
5509:1978 (I1SO, 1978) para obtencdo dos metis estéres de acidos graxos. Em um tubo,
adicionou-se a amostra e 5 mL de n-heptano. Submeteu-se o tubo a agitagdo em vortex por 1
min, entdo adicionou-se 1 mL de uma solucdo metandlica de NaOH 0,5 molL-1 e agitou-se
novamente em vortex por 1 min. Aguardou-se a separagéo de fases, coletou-se a fase orgénica
superior em outro tubo, adicionou-se sulfato de sodio anidro para remocao de residuos de

agua e filtrou-se a solugdo em um vial. Analisou-se a solugcdo sem diluicéo.

3.2.1.1.2 Instrumentacao

Os metis ésteres de acidos graxos foram determinados em um cromatdgrafo a gas
Shimadzu (GC 2010-Plus, Shimadzu, Kyoto, Japdo) com injetor tipo split-splitless, auto
injetor AOC-i-20 e detec¢do por ionizagdo em chama. Uma coluna capilar de silica fundida
foi usada (CP-SIL 88 for FAME; 100m x 0,25mm x 0,2um, Agilent Technologies, Palo Alto,
USA). As condicBes cromatograficas foram: volume de injeccdo de 1,0 uL no modo split
1:100; temperatura do injetor mantida a 250°C; temperatura do detector mantida a 260°C;
temperatura do forno inicialmente programada a 100°C, mantida por 5 min, aumento de 4°C
min-1 até 200°C e espera de 30 min apos alcancada a temperatura final. O gas de arraste

utilizado foi o hidrogénio com razéo de fluxo de 1,0 mL min-1 e pressdo de 140,3 kPa.
3.2.1.1.3 Identificacdo e quantificacdo dos metis ésteres de acidos graxos

A quantificagdo dos metil ésteres de acidos graxos na amostra de 6leo de abacate foi
feita por normalizacéo de area e as concentragdes foram expressas em g por 100 g de amostra
(AOCS, 1996).

3.2.2 Controle da ingestdo alimentar

Durante todo o periodo experimental foram avaliadas as variaveis consumo de racédo

(diariamente) e peso corporal total (semanalmente). O alimento ingerido foi calculado
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diariamente a partir da subtracdo da quantidade ofertada pela quantidade restante de racdo no

comedouro dividida pelo numero de animais na caixa (5 animais por caixa).

3.3 TESTE DE TOLERANCIA INTRAPERITONEAL A INSULINA

Realizou-se o teste de tolerancia intraperitoneal a insulina no inicio e no final do
periodo experimental. O alimento foi retirado durante o periodo de 10 horas, em seguida, o
mesmo foi reintroduzido, permanecendo pelo periodo de 1 hora nas gaiolas. Apds esse
periodo, retirou-se o alimento, afim de garantir que todos os animais passariam pelo mesmo
tempo de jejum. O teste foi realizado apds quatro horas de jejum. A primeira coleta de sangue
representa o tempo zero do teste. Em seguida, injetou-se a insulina Humulin NPH (1 U / Kg
de peso corporal) intraperitonealmente e amostras do sangue foram coletadas pela cauda nos
tempos 5, 10, 15, 20, 25 e 30 minutos, para a determinacdo da glicose sanguinea através de
glicosimetro. Calculou-se a velocidade constante do decaimento da glicose (kitt) através da
formula 0,693/t1/2. O t1/2 da glicose foi calculado a partir da curva da analise dos minimos
quadrados da concentracdo da glicose sérica durante a fase de decaimento linear. Esse teste
foi realizado para comprovacdo da instalacdo da resisténcia a insulina nos camundongos

obhesos.

3.4 INDICE DE ADIPOSIDADE

Ap6s o periodo experimental, os animais foram submetidos & eutanasia por
decapitacdo com guilhotina e realizou-se a extracdo e pesagem dos tecidos adiposos
epididimal, mesentérico, perirenal e retroperitoneal em balanca analitica (0,0001g), para o
calculo do indice de adiposidade (grama de gordura /grama de peso corporal total x 100),

expresso como o percentual do peso corporal total.

3.5 TESTES COMPORTAMENTAIS

3.5.1 Teste comportamental de atividade exploratéria: habituacdo ao campo aberto

O comportamento da atividade exploratéria e locomotora dos camundongos foi

avaliada no campo aberto. O aparelho consistiu em uma caixa de madeira medindo 40 x 60 x

50 centimetros. O piso da arena foi dividido em quadrados iguais (Figura 6). O animal foi
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suavemente colocado no lado direito do campo aberto e foram autorizados a explorar
livremente a area durante 5 minutos. Dois parametros foram obtidos ao longo deste ensaio:
locomocéo (numero de cruzamentos de um retangulo para o outro) e exploratoria (niUmero de
vezes que 0s animais estavam apoiados em suas patas traseiras). Apos cada teste, o aparelho
foi higienizado com solugéo de etanol a 10%. A luz no interior do aparelho foi mantida no

minimo para evitar comportamentos relacionados a ansiedade.

Figura 6: Caixa para realizacdo do teste de campo aberto.

3.5.2 Reconhecimento de objeto

O teste de reconhecimento de objeto foi realizado em caixa aberta (40 x 60 x 50
centimetros). No primeiro dia, antes de qualquer procedimento, considerado o dia da
habituacdo, o animal foi colocado no canto superior esquerdo na caixa, e deixado por 5
minutos, sem nenhum objeto na caixa. Apds 24 horas, na sessdo treino, o animal foi
recolocado na caixa, com dois objetos exatamente iguais Al e A2 paralelos e deixados por 5
minutos para que os animais explorassem o ambiente livremente (Figura 7). O tempo de
exploracdo de cada objeto foi cronometrado, para posterior analise através do indice de
reconhecimento. Para testar a memoria de longa duragdo o animal foi recolocado na caixa, 24
horas ap0ds a sessdo treino, com dois objetos, um que o animal j& estava familiarizado, Al, e
um objeto totalmente distinto, C1, de cor, forma e tamanhos diferentes (Figura 7). O animal
foi deixado na caixa pelo tempo de 5 minutos, afim de explorar o novo ambiente (Izquierdo et
al., 2006). Para a analise dos resultados foi usado o indice de reconhecimento, onde o tempo
total de reconhecimento de ambos os objetos foi considerado 100% e divido pelo tempo em

cada objeto.
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Treino Teste

Figura 7: Teste de reconhecimento de objetos. Mostrando objetos iguais no treino e objetos diferentes no teste.

3.5.3 Teste comportamental de ansiedade: teste de labirinto em cruz elevado

O aparelho utilizado para este teste consiste em dois bragos abertos (30 x 5 cm x 0,25
centimetros) e dois bragos fechados (30 x 5 x 15 centimetros) dispostos de forma
perpendicular formando uma plataforma central (5 x 5 centimetros), com 50 centimetros de
altura do chéo (Lister, 1987) (Figura 8). Os experimentos foram conduzidos em sala escura
com luz vermelha posicionada a 30 centimetros de altura da plataforma central. Os
parametros avaliados foram a frequéncia de entradas e o tempo gasto em cada tipo de braco.
Os animais foram colocados na plataforma central e tiveram 5 minutos para explorar o
aparelho (Pellow et al., 1985).

Considera-se a porcentagem da preferéncia (entradas e tempo gasto) pelos bragos
abertos e pelos fechados um indice fidedigno de ansiedade: quanto maiores 0s niveis de
ansiedade, menor a porcentagem de entradas nos bracos abertos e de tempo gasto nos mesmos
(Handley e Mithani, 1984; Pellow e File, 1986).

Figura 8: Aparato labirinto em cruz elevada.
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3.6 LIPIDEOS SERICOS

Para realizar as analises séricas de lipideos a comida dos animais foi retirada 8 horas
antes da eutandsia. As amostras de sangue foram coletadas dos olhos dos animais, o soro foi
separado através de centrifugacdo e armazenado a -20°C. Os niveis de colesterol total
(Analisa, Palmitos, Santa Catarina) e triglicerideos (Vida Biotecnologia, Belo Horizonte,
Minas gerais) foram determinados no soro por ensaio colorimérico enzimatico Trinder de

acordo com especificacGes do fabricante.

3.7 AVALIACAO HISTOLOGICA

Fragmentos do tecido hepatico foram coletados e colocados em frasco contendo
paraformaldeido tamponado a 4% por 24 horas. As amostras foram entdo processadas com
alcool em diferentes concentracdes (70%, 80%, 95% e 100%), xilol e parafina.
Posteriormente, os tecidos foram incluidos em blocos de parafina, seccionados em cortes de
Sum para posteriores analises histologicas. As laminas foram coradas com coloracdo de
hematoxilina e eosina (HE) a fim de avaliar a histoarquitetura do tecido. A aquisi¢do das

imagens foi realizada através de microscépio éptico (Nikon Eclipse Ti-U).

3.8 DOSAGENS DE CITOCINAS

As dosagens das citocinas IL-1p, IL-4 e TNFa foram realizadas através do método de
ELISA, segundo as especificacbes do fabricante (R&D Systems), nos tecidos adiposo
epididimal, quadriceps, figado e hipocampo. As amostras foram homogeneizadas em tampéao
de lise (NaCl; MgCI?; KCI; Tris 1,5M; triton; glicerol; ortovanato; aprotinina; pirofosfato;
PMSF) e congeladas a -80°C até o dia da realizacdo das analises.

Uma placa de 96 pogos foi primeiramente recoberta com 100 puL de solu¢do contendo
anticorpo de captura anti-TNFa, anti-IL-1B ou anti-1L-4, diluidos em tampao Coating Buffer
(bicarbonato de sddio, carbonato de sodio e agua deionizada). As placas foram incubadas
overnight, na geladeira. Apds sucessivas lavagens com 300 pL de Wash buffer (PBS e Tween
20 (0,05%)) foi adicionado 200 puL de Assay Diluent (PBS contendo 1% de albumina) para o
bloqueio, e a placa foi incubada por 1 hora, a temperatura ambiente. As placas foram
novamente lavadas e incubadas por 2 horas, a temperatura ambiente, com 100 pL de amostras

(quadriceps, adiposo, figado e hipocampo) e suas respectivas curvas padrdes.
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Decorrido o tempo de incubagédo, as placas foram lavadas e incubadas com os
anticorpos de deteccdo anti-TNFa, anti-IL-1B ou anti-IL-4 durante 1 hora, a temperatura
ambiente. Posteriormente, as placas foram novamente lavadas e incubadas com avidina
diluida 1:1000 em Assay Diluent, durante 30 minutos, a temperatura ambiente. As placas
foram lavadas e reveladas com TMB substrate solution (Sigma-Aldrich®, St. Louis, EUA). A
reacdo foi interrompida por adicdo de H2SO4 2N. A leitura da absorbancia foi realizada a 450

nm.

3.9 DOSAGENS DE FATORES NEUROTROFICOS

As dosagens dos fatores neurotréficos foram realizadas no hipocampo através do
método de ELISA, segundo as especificagdes do fabricante (R&D systems). As amostras
foram homogeneizadas em tamp&o de lise (NaCl; MgCl?, KCI; Tris 1,5M; triton; glicerol;
ortovanato; aprotinina; pirofosfato; PMSF) e congeladas a -80°C até o dia da realizacdo das
analises.

Uma placa de 96 pocos foi primeiramente recoberta com 100 pL de solucdo contendo
anticorpo de captura anti-BDNF e anti-p-NGF em tampéao Coating Buffer (bicarbonato de
sodio, carbonato de sddio e agua deionizada). As placas foram incubadas overnight, na
geladeira. Apés sucessivas lavagens com 300 puLL de Wash buffer (PBS e Tween 20 (0,05%)),
foi adicionado 200 pL de Assay diluent (PBS contendo 1% de albumina) para o bloqueio, e a
placa foi incubada por 1 hora, a temperatura ambiente. As placas foram novamente lavadas e
incubadas por 2 horas, a temperatura ambiente, com 100 uL. de amostras e suas respectivas
curvas padroes.

Decorrido o tempo de incubacdo, as placas foram lavadas e incubadas com os
anticorpos de deteccdo anti-BDNF e anti-B-NGF durante lhora, a temperatura ambiente.
Posteriormente, as placas foram novamente lavadas e incubadas com avidina diluida 1:1000
em Assay diluent, durante 30 minutos, a temperatura ambiente. As placas foram lavadas e
reveladas com TMB substrate solution (Sigma-Aldrich®, St. Louis, EUA). A reacdo foi

interrompida por adicdo de H2SO4 2N. A leitura da absorbancia foi realizada em 450 nm.
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3.10 PRODUCAO DE OXIDANTES

Os tecidos: adiposo epididimal, quadriceps, figado e hipocampo foram
homogeneizados em tampdo PBS (5mg de tecido / 100uL de PBS) e congeladas a -80°C até o
dia da realizacdo das analises.

3.10.1 Espécies reativas por diacetato de difluoresceina (DCFH)

Os niveis de espécies reativas foram mensurados com base na oxidacdo da sonda
2°,7’- diclorodiidrofluoresceina (DCF) acetato em um composto fluorescente 2°,7’-
diclorodiidrofluoresceina, como previamente descrito (Hempel et al., 1999). A amostra foi
incubada com DCF-DA 80 mM a 37°C durante 15 minutos. A DCF-DA é desesterificada no
interior das células por esterases enddgenas para o acido livre ionizado, DCFH. DCFH é
oxidado em DCF pelas espécies reativas. A formacdo deste derivado oxidado fluorescente foi
monitorada com os comprimentos de onda de excitacdo e emissdo de 488 e 525 nm,
respectivamente. A producdo de espécies reativas foi quantificada utilizando uma curva

padrdo de DCF e os dados foram expressos como U fluoresceina/mg de proteina.

3.10.2 Indicador de formacéo de éxido nitrico (NO)

A producdo de Oxido nitrico foi avaliada espectrofotometricamente através do
metabdlito estavel nitrito (NO2). Para mensurar o contetdo de nitrito, as amostras foram
incubadas com reagente de Griess (1% de sulfanilamida em 0,1 mol/L de HCI e 0,1% de N-
(1-naftil) etilenodiamina, dicloridrato) em temperatura ambiente por 10 min, seguido de
leitura em 540 nm no espectrofotdmetro. O contetdo de nitrito foi calculado a partir da curva
padrdo de nitrito de sddio (NaNOz) - 0 a 200 nM. Os resultados foram expressos em pmol
nitrito/mg de proteina (Chae et al., 2004).

3.11 MARCADORES DE DANOS PROTEICOS
Os tecidos: adiposo epididimal, quadriceps, figado e hipocampo foram

homogeneizados em tampdo PBS (5mg de tecido / 100uL de PBS) e congeladas a -80°C até o

dia da realizacdo das analises.
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3.11.1 Carbonil

Os danos oxidativos em proteinas foram mensurados pela determinacdo de grupos
carbonils baseado na reagcdo com dinitrofenilhidrazina, conforme previamente descrito por
Levine e colaboradores (1990). Para tal, as amostras foram precipitadas com 20% de &cido
tricloroacético e as proteinas dissolvidas com dinitrofenilidrazina. Apds, as amostras foram
redissolvidas em 6M-guanidina. O conteudo de carbonil foi determinado
espectrofotometricamente a 370 nm utilizando o coeficiente 22.000 M. Os resultados foram
calculados como nmol/mg de proteina empregando o coeficiente de extingdo molar de
dinitrofenilhidrazonas de 22.000 M1. cm1.

3.12 DEFESAS ANTIOXIDANTES

Os tecidos: adiposo epididimal, quadriceps, figado e hipocampo foram
homogeneizados em tampéo PBS (5mg de tecido / 100uL de PBS) e congeladas a -80°C até o
dia da realizacéo das analises.

3.12.1 Atividade da SOD

A atividade da enzima SOD foi estimada através da inibicdo da auto-oxidagdo da
adrenalina e lida em um comprimento de onda de 480 nm (McCord e Fridovicj, 1969).

3.12.2 Atividade da CAT

Para a determinagdo da atividade de CAT as amostras do tecido foram colocadas em
tampdo fosfato de sodio (PBS) e centrifugadas a 3000rpm durante 10 minutos em centrifuga
Eppendorf 5804R (Eppendorf AG, Hamburgo, Alemanhd) e o sobrenadante utilizado para o
ensaio da enzima. Foi utilizado um ponto zero para cada amostra com tampéao fosfato de sédio
(PBS), logo apos foi adicionado PBS e perdxido de hidrogénio nas amostras. O decaimento
avaliado por espectofotdmetro em tempo de um minuto, demonstrou a atividade da CAT em
relacdo ao peroxido de hidrogénio presente. Este protocolo segue a metodologia descrita por

Aebi (1984) com adaptacdes. Os resultados foram expressos em U/mg de proteina.
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3.13 DETERMINACAO DE PROTEINAS

O teor de proteina foi determinado usando albumina bovina do soro como padréo
(Lowry et al., 1951). O conteudo total de proteina foi mensurado utilizando o reagente folin-
fenol (reagente fosfomolibdico-fosfotlingstico) adicionado para ligar a proteina. O reagente
ligado foi lentamente reduzido e alterado de amarelo para azul. A absorbancia de 750 nm foi

utilizada.

3.14 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos foram testados quanto a normalidade através do teste de
Kolmogorov-Smirnov. Todos os dados foram apresentados como média + erro padrdo da
média. As analises estatisticas foram desenvolvidas utilizando-se o teste de andlise de
variancia de duas vias (two-way ANOVA), seguido pelo teste de Bonferroni’s post hoc. Para a
avaliacdo do teste de reconhecimento de objeto utilizou-se test t Student para amostras
pareadas e para a analise da constante de decaimento da glicose pré-suplementacdo foi
utilizado test t Student para amostras ndo pareadas. Em todos os experimentos adotou-se o
nivel de significancia de p<0,05. O programa GraphPad Prism versdo 7.0 foi utilizado para a

aplicacdo dos testes estatisticos.
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4 RESULTADOS
4.1 CARACTERIZACAO DO OLEO DE ABACATE PAZZE

A tabela 2 mostra a concentracdo dos metil ésteres majoritarios presentes no 6leo de
abacate da marca Pazze, onde pode-se observar predominio do &cido oleico na composicdo do

0leo de abacate.

Tabela 2: Metil ésteres majoritarios presentes no 6leo de abacate Pazze

IDENTIFICACAO CONCENTRACAO (%)
C16:0 Metil palmitato 7.68
C18:0 Metil estearato 2.79
C18:1 (cis-9) Metil oleato 48.73
C18:2 (cis-9,12) Metil linoleato 37.10
C18:3 (cis-9,12,15) Metil linolenato 3.70

4.2 EFEITOS DA SUPLEMENTACAO DE OLEO DE ABACATE SOBRE A
SENSIBILIDADE A INSULINA

Com a finalidade de avaliar a influéncia da dieta hiperlipidica e da suplementagcdo com
60leo de abacate na sensibilidade a insulina, realizou-se o teste de tolerancia a insulina antes e
apos o periodo de suplementacdo. A eficacia do modelo experimental pode ser observada na
Figura 9A. Animais DIO apresentaram menor constante de decaimento da glicose em relagéo
aos animais Controle, indicando a menor sensibilidade a insulina induzida pela ingestédo de
dieta hiperlipidica. Apo6s o periodo de suplementacdo com 6leo de abacate os animais foram
novamente submetidos ao teste de tolerancia a insulina. Observou-se aumento nos niveis de
glicemia de jejum nos grupos DIO NS e DIO + OA em relagéo aos grupos Controle NS e
Controle + OA, respectivamente (Figura 9B). Apos injecao intraperitoneal de insulina (Figura
9C), os animais DIO NS apresentaram maiores niveis de glicose em relacdo aos animais
Controle NS. O grupo DIO + OA apresentou maiores niveis de glicose entre os tempos 0 e 15
minutos quando comparado aos animais Controle + OA, a partir de 20 minutos, porém, ndo se
observou diferencas estatisticas entre a glicemia dos animais DIO + OA e Controle + OA.
Entre os grupos DIO NS e DIO + OA né&o se obteve diferencas através dos testes estatisticos.

No entanto, ao avaliar a constante de decaimento da glicose (KITT), observou-se menor
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constante de decaimento no grupo DIO NS em relacdo aos animais Controle NS e aos animais
DIO + OA (Figura 9D).
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Figura 9. Sensibilidade a insulina em camundongos C57BL/6J suplementados ou ndo com dleo de abacate. (A)
constante de decaimento da glicose pré-suplementacdo apds injecdo intraperitoneal de insulina, (B) glicemia de
jejum, (C) teste de tolerancia a insulina ap6s injecdo intraperitoneal e (D) constante de decaimento da glicose
apoés injecdo intraperitoneal de insulina. Dados sdo expressos como média + erro padrdo da média de 5 animais
por grupo. 2p<0,05 versus grupo Controle NS, Pp<0,05 versus grupo Controle + OA e °p<0,05 versus grupo DIO
NS (Teste t ndo pareado em A e two-way ANOVA, Bonferroni’s post hoc test em B, C e D). NS = Néo

suplementado. OA = Oleo de abacate.

4.3 EFEITOS DA SUPLEMENTACAO DE OLEO DE ABACATE SOBRE O CONSUMO
ENERGETICO E A COMPOSICAO CORPORAL

A fim de avaliar os efeitos da suplementagdo com dleo de abacate sobre a ingestéo
alimentar e ganho de peso corporal dos animais DIO e Controles, as quantidades ingeridas de
racdo padrdo e dieta hiperlipidica, bem como o peso corporal de cada animal foram
controladas diariamente durante todo o periodo experimental. A figura 10A mostra o ganho

de peso corporal total mensal pré e pds-suplementacdo com OGleo de abacate. Foram
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encontradas diferencas estatisticas significantes somente apds 12 semanas de dieta
hiperlipidica entre os grupos DIO e Controles. Os animais DIO permaneceram adquirindo
peso corporal até o final do experimento, ndo sendo observadas diferencas significativas entre
0s grupos DIO NS e DIO + OA, e entre os grupos Controle NS e Controle + OA. A figura
10B representa a area sobre a curva do ganho de peso corporal total durante todo o periodo
experimental, confirmando o maior ganho de peso nos grupos DIO NS e DIO + OA em
relacdo aos grupos Controle NS e Controle + OA. Resultados similares foram encontrados
para indice de adiposidade (Figura 10C). Os grupos DIO e DIO + OA apresentaram maior
indice de adiposidade quando comparados aos grupos Controle NS e Controle + OA,
respectivamente. Quando analisado o consumo energético diario dos animais, foi observado
que os grupos DIO NS e DIO + OA apresentaram maior ingestdo energética em relacdo aos
animais Controle NS e Controle + OA. No entanto, ndo foram observadas diferencas

estatisticas entre os grupos DIO ou entre os grupos Controle (Figura 10D).
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Figura 10. Consumo energético e composi¢do corporal em camundongos C57BL/6J suplementados ou ndo com
6leo de abacate. (A) ganho de peso corporal total, (B) area sob a curva do peso corporal total, (C) indice de
adiposidade, (D) consumo energético diario. Dados sdo expressos como média + erro padrdo da média de 5
animais por grupo. 2p<0,05 versus grupo Controle NS, Pp<0,05 versus grupo Controle + OA e °p<0,05 versus
grupo DIO NS (two-way ANOV A, Bonferroni’s post hoc test). NS = N&o suplementado. OA = Oleo de abacate.
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4.4 EFEITOS DA SUPLEMENTACAO DE OLEO DE ABACATE SOBRE LIPIDEOS
SERICOS

O perfil lipidico dos animais pode ser observado na Tabela 3. Ao avaliar os efeitos da
suplementacdo com Oleo de abacate sobre o perfil lipidico, foram encontradas alteracdes
positivas nos niveis de triglicerideos. Os animais do grupo DIO apresentaram maiores niveis
séricos de triglicerideos em relagdo aos animais do grupo Controle NS. Por outro lado, a
suplementacdo nos animais DIO (DIO + OA) foi eficaz em reduzir os niveis de triglicerideos
aumentados pela dieta hiperlipidica, retornando a niveis similares aos dos animais Controles.
Entre os grupos Controle NS e Controle + OA ndo foram encontradas diferencas
estatisticamente significativas.

Quando avaliados os niveis séricos de colesterol total, observou-se aumento
significativo dos niveis nos grupos DIO NS e DIO + OA quando comparados aos animais
Controle NS e Controle + OA, respectivamente. No entanto, ndo foram encontradas

diferencas estatisticamente significativas quando comparados os grupos DIO NS e DIO + OA.

Tabela 3. Niveis de lipideos séricos em camundongos C57BL/6J suplementados ou ndo com

6leo de abacate.

Variaveis Controle NS Controle + OA DIO NS DIO + OA
Médias
Triglicerideos (mg/dl) ‘ 70,71+ 14,21 75,73 +9,06 103,26 + 8,67 77,5 + 19,58°
Colesterol Total (mg/dl) ‘ 70,25 £ 34,17 73,16 £ 34,47 139 + 40,942 175,6 + 18,24

Médias obtidas das amostras de soro de 5 animais por grupo. Dados sdo expressos como média + erro padrdo da
média. p<0,05 versus grupo Controle, °p<0,05 versus grupo Controle + OA e °p<0,05 versus grupo DIO (two-
way ANOVA, Bonferroni’s post hoc test). NS = N&o suplementado. OA = Oleo de abacate.

45 EFEITOS DA SUPLEMENTACAO DE OLEO DE ABACATE SOBRE A
CONCENTRACAO DE CITOCINAS NO TECIDO ADIPOSO EPIDIDIMAL

Uma vez que a obesidade induzida por dieta hiperlipidica pode levar a alteragdes no
perfil inflamatorio do tecido adiposo, a concentracdo das citocinas pro-inflamatorias TNFa ¢
IL-1B e da citocina anti-inflamatéria IL-4 foram avaliadas. No grupo DIO NS foi observado
aumento nas concentracbes de ambas as citocinas pro-inflamatérias, TNFa e IL-1B, em

relacdo aos animais Controle NS. Por outro lado, a suplementacéo foi eficaz em reverter esses
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niveis nos animais DIO + OA (Figuras 11A e 11B, respectivamente). Resultados similares
foram encontrados para a citocina anti-inflamatoria IL-4, onde observou-se aumento dessa
citocina no grupo DIO NS, seguido da sua diminuicdo apds suplementacdo com dleo de
abacate (DIO + OA). Nao foram encontradas diferengas significativamente estatisticas nas
concentragcOes de TNFa, IL-1p e IL-4 entre os grupos Controle NS e Controle + OA (Figuras
11A, 11B e 11C, respectivamente).
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Figura 11. Niveis de citocinas através de kit ELISA no tecido adiposo epididimal de camundongos C57BL/6J
suplementados ou ndo com dleo de abacate. (A) niveis de TNFa, (B) niveis de IL-1f e (C) niveis de I1L-4. Dados
s80 expressos como média + erro padrdo da média de 5 animais por grupo. ?p<0,05 versus grupo Controle NS e
p<0,05 versus grupo DIO NS (two-way ANOVA, Bonferroni’s post hoc test). NS = Nao suplementado. OA =

Oleo de abacate.

4.6 EFEITOS DA SUPLEMENTACAO DE OLEO DE ABACATE SOBRE A PRODUCAO
DE ESPECIES REATIVAS E DANO OXIDATIVO NO TECIDO ADIPOSO EPIDIDIMAL

Para avaliar os efeitos do 6leo de abacate sobre o estado redox e dano oxidativo nos
animais Controles e DIO, foram analisadas a oxida¢do da DCFH, a concentracdo de nitrito e 0

conteddo de carbonil no tecido adiposo epididimal dos camundongos.
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A oxidacdo da DCFH (Figura 12A) e as concentragdes de nitrito (Figura 12B) foram
alteradas nos animais DIO NS, quando comparados ao grupo Controle NS. Por outro lado, a
suplementacao com 6leo de abacate diminuiu a producdo de DCF e de nitrito no grupo DIO +
OA quando comparado ao DIO NS e ao Controle + OA. Os animais Controle + OA
apresentaram maior concentragéo de nitrito em relacéo ao grupo Controle NS.

Quando avaliado o dano oxidativo em proteinas, observou-se que a obesidade induzida
por dieta (D1O) aumentou o contetdo de carbonil, e que, por outro lado, a suplementagcdo com
6leo de abacate (DIO + OA) foi eficaz em diminuir esses niveis (Figura 12C). Entre os grupos

Controle NS e Controle + OA os testes estatisticos ndo obtiveram diferencas significativas.
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Figura 12. Produgdo de espécies reativas e dano oxidativo no tecido adiposo epididimal de camundongos
C57BL/6J suplementados ou ndo com Gleo de abacate. (A) oxidacdo da DCFH, (B) concentracdes de nitrito e
(C) conteldo de carbonil Dados sdo expressos como média + erro padrdo da média de 5 animais por grupo.
3p<0,05 versus grupo Controle NS, Pp<0,05 versus grupo Controle + OA e °p<0,01 versus grupo DIO NS (two-
way ANOVA, Bonferroni’s post hoc test). NS = Ndo suplementado. OA = Oleo de abacate.

4.7 EFEITOS DA SUPLEMENTACAO DE OLEO DE ABACATE SOBRE A ATIVIDADE
DE ENZIMAS ANTIOXIDANTES NO TECIDO ADIPOSO EPIDIDIMAL

Uma vez observado aumento dos parametros oxidativos nos animais DIO NS e
diminuicdo dos mesmos apos a suplementacéo, o sistema de defesa antioxidante foi avaliado

através da atividade das enzimas Superdxido Dismutase e Catalase.
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Né&o foram encontradas alteragOes significativas no grupo DIO NS quando comparado
ao grupo Controle NS, na atividade de ambas as enzimas, SOD e CAT (Figura 13A e 13B,
respectivamente). No entanto, o grupo DIO + OA aumentou a atividade das enzimas SOD
(Figura 13A) e CAT (Figura 13B) em relacdo aos grupos DIO NS e Controle + OA. Entre 0s
grupos Controles, a suplementacdo com 6leo de abacate (Controle + OA) elevou a atividade

da Catalase em relacdo ao Controle ndo suplementado (Controle NS).
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Figura 13. Atividade de enzimas antioxidantes no tecido adiposo epididimal de camundongos C57BL/6J
suplementados ou ndo com 6leo de abacate. (A) atividade da superoxido dismutase e (B) atividade da catalase.
Dados sdo expressos como média + erro padrdo da média de 5 animais por grupo. p<0,0001 versus grupo
Controle NS, Pp<0,05 versus grupo Controle + OA e °p<0,05 versus grupo DIO NS (two-way ANOVA,

Bonferroni’s post hoc test). NS = N4o suplementado. OA = Oleo de abacate.

48 EFEITOS DA SUPLEMENTACAO DE OLEO DE ABACATE SOBRE A
CONCENTRACAO DE CITOCINAS NO MUSCULO QUADRICEPS

No musculo quadriceps, a obesidade induzida por dieta (DIO NS) elevou os niveis das
citocinas pré-inflamatorias TNFa (Figura 14A) e IL-1B (Figura 14B) quando comparado ao
grupo Controle ndo suplementado (Controle NS). Por outro lado, o grupo DIO + OA
apresentou menores concentragdes dessas citocinas em relagdo ao grupo DIO NS. N&o foram
encontradas diferencas entre os animais dos grupos Controle NS e Controle + OA.

Os niveis de IL-4 foram reduzidos no grupo DIO + OA quando comparado ao grupo
DIO NS. Nao se observou diferencas estatisticas entre os grupos DIO NS e Controle NS
(Figura 14C).
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Figura 14. Niveis de citocinas através de kit ELISA no musculo quadriceps de camundongos C57BL/6J
suplementados ou ndo com Gleo de abacate. (A) niveis de TNFa, (B) niveis de IL-1p e (C) niveis de IL-4. Dados
sd0 expressos como média * erro padrdo da média de 5 animais por grupo. 2p<0,05 versus grupo Controle NS e
°p<0,001 versus grupo DIO NS (two-way ANOV A, Bonferroni’s post hoc test). NS = N&do suplementado. OA =

Oleo de abacate.

4.9 EFEITOS DA SUPLEMENTAGCAO DE OLEO DE ABACATE SOBRE A PRODUGAO
DE ESPECIES REATIVAS E DANO OXIDATIVO NO MUSCULO QUADRICEPS

Ao avaliar a producdo de oxidantes no muasculo quadriceps, através da oxidacdo da
DCFH (Figura 15A) e da concentracdo de nitrito (Figura 15B), pdde-se observar aumento
destes dois pardmetros nos animais DIO NS em relacdo ao grupo Controle NS.
Interessantemente, a suplementacdo com 06leo de abacate nos animais DIO + OA reverteu este
aumento.

O contetdo de carbonil ndo diferiu entre os grupos DIO NS e Controle NS. Por outro
lado, os animais DIO + OA apresentaram menor conteudo de carbonil quando comparados ao
grupo DIO NS e ao Controle + OA (Figura 15C).
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Figura 15. Producdo de espécies reativas e dano oxidativo no muasculo quadriceps de camundongos C57BL/6J
suplementados ou ndo com Oleo de abacate. (A) oxidacdo da DCFH, (B) Concentracdo de Nitrito e (C)
ConteGdo de carbonil. Dados sdo expressos como média + erro padrdo da média de 5 animais por grupo.
3p<0,001 versus grupo Controle NS, °p<0,05 versus grupo Controle + OA e °p<0,01 versus grupo DIO NS (two-
way ANOV A, Bonferroni’s post hoc test). NS = N&o suplementado. OA = Oleo de abacate.

410 EFEITOS DA SUPLEMENTACAO DE OLEO DE ABACATE SOBRE A
ATIVIDADE DE ENZIMAS ANTIOXIDANTES NO MUSCULO QUADRICEPS

Para verificar o status antioxidante no musculo quadriceps, a atividade das enzimas
Superéxido Dismutase (Figura 16A) e Catalase (Figura 16B) foram avaliadas. Através da
figura 15 pode-se observar uma melhora do sistema de defesa antioxidante nos animais DIO +
OA, quando comparados ao grupo DIO NS e ao grupo Controle + OA. Entre 0s demais

grupos, ndo se observou diferencas significantes estatisticamente.
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Figura 16. Atividade de enzimas antioxidantes no mdsculo quadriceps de camundongos C57BL/6J
suplementados ou nao com 6leo de abacate. (A) atividade da Superdxido Dismutase e (B) atividade da Catalase.
Dados sdo expressos como média + erro padrdo da média de 5 animais por grupo. °p<0,05 versus grupo Controle
+ OA e °p<0,05 versus grupo DIO NS (two-way ANOVA, Bonferroni’s post hoc test). NS = N&o suplementado.
OA = Oleo de abacate.

411 EFEITOS DA SUPLEMENTACAO DE OLEO DE ABACATE SOBRE A
CONCENTRACAO DE CITOCINAS NO FIGADO

Com o intuito de verificar o perfil inflamatério no tecido hepatico, as concentracdes
das citocinas TNFa, IL-1f e IL-4 foram dosadas. Ndo foram encontradas diferengas
estatisticamente significativas nas concentracoes de TNFa (Figura 17A) e IL-1B (Figura 17B)
entre os grupos estudados. Em relacdo aos niveis da citocina anti-inflamatoria IL-4 (Figura
17C), seus niveis estdo diminuidos nos animais DIO NS em relagdo ao grupo Controle NS.
No entanto, ndo foram observadas diferengas entre os animais DIO NS e DIO + OA.
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Figura 17. Niveis de citocinas através de kit ELISA no figado de camundongos C57BL/6J suplementados ou ndo
com dleo de abacate. (A) niveis de TNFa, (B) niveis de IL-1B e (C) niveis de IL-4. Dados sdo expressos como
média + erro padrdo da média de 5 animais por grupo. p<0,05 versus grupo Controle NS (two-way ANOVA,

Bonferroni’s post hoc test). NS = N&o suplementado. OA = Oleo de abacate.

412 EFEITOS DA SUPLEMENTACAO DE OLEO DE ABACATE SOBRE A
PRODUCAO DE ESPECIES REATIVAS E DANO OXIDATIVO NO FIGADO

Ao avaliar a oxidacdo da DCFH no tecido hepatico, ndo foram encontradas diferencas
entre os grupos Controle NS e DIO NS, no entanto, os animais DIO + OA apresentaram
menor oxidacdo da DCFH quando comparados aos animais DIO NS (Figura 18A). Em
relacdo a concentracdo de nitrito (Figura 18B), os animais DIO NS apresentaram maiores
niveis deste oxidante no figado em relacdo ao Controle NS, bem como no grupo DIO + OA
foram encontradas maiores concentracdes de nitrito quando comparado ao Controle + OA.
Por outro lado, a suplementagdo diminuiu os niveis de nitrito nos animais obesos induzidos
por dieta (DIO + OA). Entre os grupos Controle NS e Controle + OA néo foram observadas

diferencas estatisticamente significativas. Ao analisar o dano a proteinas, através do conteudo
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de carbonil (Figura 18C), a obesidade induzida por dieta (DIO NS) aumentou este marcador e

a suplementacdo com 6leo de abacate (DIO + OA) reverteu estes niveis.
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Figura 18. Producao de espécies reativas e dano oxidativo no figado de camundongos C57BL/6J suplementados
ou ndo com 6leo de abacate. (A) oxidagdo da DCFH, (B) niveis de nitrito e (C) contetdo de carbonil. Dados séo
expressos como média + erro padrdo da média de 5 animais por grupo. ®p<0,05 versus grupo Controle NS,
®p<0,05 versus grupo Controle + OA e °p<0,05 versus grupo DIO NS (two-way ANOVA, Bonferroni’s post hoc
test). NS = Nao suplementado. OA = Oleo de abacate.

413 EFEITOS DA SUPLEMENTACAO DE OLEO DE ABACATE SOBRE A
ATIVIDADE DE ENZIMAS ANTIOXIDANTES NO FIGADO

Foram analisadas a atividade da Superdéxido Dismutase (19A) e da Catalase (19B) no
tecido hepéatico. N&o foram encontradas alteracfes nas enzimas SOD (Figura 19A) e CAT
(Figura 19B) entre os grupos Controle NS e DIO NS. No entanto, quando comparados 0s
grupos Controle NS versus Controle + OA, a suplementacdo aumentou a atividade de ambos
no grupo Controle + OA. Nos animais DIO + OA observou-se aumento significativo nos

niveis de CAT quando comparado aos animais DIO NS (Figura 19B)
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Figura 19. Atividade de enzimas antioxidantes no figado de camundongos C57BL/6J suplementados ou ndo com
6leo de abacate. (A) atividade da superdxido dismutase e (B) atividade da catalase. Dados s80 expressos como
média + erro padrdo da média de 5 animais por grupo. 3p<0,05 versus grupo Controle NS, °p<0,05 versus grupo
Controle + OA e p<0,05 versus grupo DIO + NS (two-way ANOVA, Bonferroni’s post hoc test). NS = Ndo

suplementado. OA = Oleo de abacate.

4.14 EFEITOS DA SUPLEMENTACAO DE OLEO DE ABACATE SOBRE A
HISTOLOGIA DO TECIDO HEPATICO

Ao observar as fotomicrografias histologicas do tecido hepatico dos camundongos
Controle NS (Figura 20A) e Controle + OA (Figura 20B) é demonstrado um tecido hepatico
normal, com presenca de hepatdcitos em formato poliédricos com nucleo fortemente corado e
separados por tecido conjuntivo. Entretanto, nos animais DIO NS (Figura 20C) ha
aparecimento de infiltrados de células com morfologia de adipdcitos, indicando aumento de
gordura no figado, um possivel indicativo de esteatose hepatica. Por outro lado, quando esses
animais receberam suplementacdo com 0leo de abacate por 90 dias (DIO + OA) houve uma

reducdo no aparecimento de adipocitos (Figura 20D).
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Figura 20. Fotomicrografias histoldgicas de tecido hepéatico coradas em hematoxilina e eosina de camundongos
C57BL/6 suplementados ou nao com dleo de abacate. A) Grupo Controle NS: Imagens histolégicas compativeis
com tecido hepético normal. Presenca de hepatdcitos em formato poliédricos com ndcleo fortemente corado,
orientados radialmente e separados por tecido conjuntivo (seta preta). B) Grupo Controle + OA: Areas
compativeis de tecido hepatico normal, mantendo a histoarquitetura e células hepaticas de morfologia normal,
incluindo &reas separadas por tecido conjuntivo e vasos sanguineos (seta preta). C) DIO NS: Imagens
apresentando grande presenca de infiltrados de células com morfologia de adipdcitos, entrelacados ao tecido
hepatico (seta preta), sugerindo acimulo de células de gordura no figado, compativeis com quadro de esteatose
hepética de forma generalizada. D) DIO + OA: Imagens apresentando diminuicdo de adipdcitos infiltrados no
tecido hepaético (seta preta), e areas com células hepéticas de aspecto normal. Todas as imagens foram adquiridas

em microscopio dptico em objetivas de 20X (n= 3 por grupo).

4.15 EFEITOS DA SUPLEMENTAGAO DE OLEO DE ABACATE SOBRE A COGNICAO

Com o objetivo de avaliar as funcBes cognitivas, motoras e ansioliticas dos animais e
o0s possiveis efeitos da suplementacdo de 6leo de abacate, os animais foram submetidos a
alguns testes comportamentais. Atraves do teste de campo aberto foram mensurados o numero
de levantamentos e cruzamentos (Figuras 21A e 21B, respectivamente) realizados pelos
animais. Através dos testes estatisticos, foram observadas diferencas significativas somente
no ndmero de cruzamentos, em que os animais DIO NS e DIO + OA realizaram maior

nimero de cruzamentos em relacdo aos grupos Controle NS e Controle + OA,
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respectivamente. Entre os grupos DIO NS e DIO + AO, bem como entre os grupos Controle e
Controle + AO, ndo foram encontradas diferencas estatisticamente significativas (Figura
21B).

Por outro lado, através do teste de reconhecimento de objeto (Figura 21C), onde pbéde-
se avaliar a memoria de curta e longa duracdo dos animais, foi observado que houve melhora
na memoria de curta duracdo dos animais Controle + OA, bem como nas memorias de curta e
longa duracdo nos animais DIO + OA. N&o foram encontradas diferencas nos animais do
grupo DIO NS.

Por meio do teste de labirinto em cruz, avaliou-se o nimero de entradas dos animais
nos bracos abertos (Figura 21D) e o percentual de tempo em que permaneceram nos bracos
abertos (Figura 21E). Em ambas as avaliagdes ndo foram observadas diferencas

estatisticamente significativas entre 0s grupos.
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Figura 21. AlteracGes cognitivas em camundongos C57BL/6J suplementados ou ndo com 6leo de abacate. (A)
nimero de levantamentos em teste de campo aberto, (B) nimero de cruzamentos em teste de campo aberto, (C)
indice de reconhecimento de objeto, (D) nimero de entradas nos bragos abertos em teste de labirinto em e (E)
cruz % de tempo nos bracos abertos em teste de labirinto em cruz elevada. . Dados sdo expressos como média +
erro padrdo da média de 7-10 animais por grupo. *p<0,05 versus Objeto Antigo (test t pareado). NS = Nao
suplementado. OA = Oleo de abacate.
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416 EFEITOS DA SUPLEMENTACAO DE OLEO DE ABACATE SOBRE A
CONCENTRACAO DE CITOCINAS E NEUROTROFINAS NO HIPOCAMPO

Para avaliar o status inflamatério e a plasticidade no hipocampo, as citocinas pré-
inflamatdrias TNFa e IL1-B, anti-inflamatéria IL-4 e as neurotrofinas BDNF ¢ 3-NGF foram
mensuradas. Nao foram encontradas diferencas significativas entre os grupos Controle NS e
DIO NS, bem como entre os grupos Controle NS e Controle + OA nas concentracfes de
TNFa (Figura 22A) e IL-4 (Figura 22C). Por outro lado, os animais DIO + OA apresentam
maiores niveis dessas citocinas quando comparados ao grupo Controle + AO. Os niveis de IL-
1-p foram maiores nos animais DIO NS quando comparados aos Controles, por outro lado, a
suplementacdo com a 6leo de abacate (DIO + OA) foi eficaz em diminuir as concentracfes
dessa citocina no hipocampo (22B). Ao avaliar as neurotrofinas, como demonstrado nas
figuras 22D e 22E, ndo foram demonstradas diferengas significativas entre 0s grupos em

nenhuma das moléculas avaliadas.
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Figura 22. Niveis de citocinas e neurotrofinas através de kit ELISA no hipocampo de camundongos C57BL/6J

suplementados ou ndo com 6leo de abacate. (A) niveis de TNFa, (B) niveis de IL-1B, (C) niveis de IL-4, (D)

niveis de BDNF e (E) niveis de p-NGF. Dados sdo expressos como média + erro padrdo da média de 5 animais

por grupo. 2p<0,05 versus grupo Controle NS, °p<0,05 versus grupo Controle + OA e °p<0,05 versus grupo DIO
NS (two-way ANOV A, Bonferroni’s post hoc test). NS = N&o suplementado. OA = Oleo de abacate.
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4.17 EFEITOS DA SUPLEMENTACAO DE OLEO DE ABACATE SOBRE A
PRODUGAO DE ESPECIES REATIVAS E DANO OXIDATIVO NO HIPOCAMPO

Ao avaliar a oxidacdo da DCFH no hipocampo dos animais, ndo foram encontradas
diferencas estatisticamente significativas entre os grupos estudados (Figura 23A). Em relagéo
a concentracdo de nitrito, os animais DIO NS apresentaram maiores niveis de nitrito em
comparacdo ao Controle NS e a suplementacdo nao foi capaz de reverter estes niveis no grupo
DIO + OA (Figura 23B). Entre os grupos Controle NS e Controle + OA nédo foram observadas
diferencas. Por outro lado, ao analisar o dano a proteinas, apesar de ndo terem sido
encontradas diferencas estatisticamente significativas entre os grupos DIO NS e Controle NS,
a suplementacdo com 0leo de abacate levou a diminui¢do no contetdo de carbonil tanto nos

animais Controle + OA quanto nos DIO + OA (Figura 23C).
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Figura 23. Producdo de espécies reativas e dano oxidativo no hipocampo de camundongos C57BL/6J
suplementados ou ndo com 6éleo de abacate. (A) oxidacdo da DCFH, (B) niveis de nitrito e (C) contelido de
carbonil. Dados sdo expressos como média * erro padrdo da média de 5 animais por grupo. ?p<0,05 versus grupo
Controle NS, °p<0,05 versus grupo Controle + OA e °p<0,05 versus grupo DIO NS (two-way ANOVA,

Bonferroni’s post hoc test). NS = N4o suplementado. OA = Oleo de abacate.
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4.18 EFEITOS DA SUPLEMENTACAO DE OLEO DE ABACATE SOBRE A
ATIVIDADE DE ENZIMAS ANTIOXIDANTES NO HIPOCAMPO

Ao avaliar o sistema enzimatico de defesa antioxidante no hipocampo, foi observada
diminuicédo da atividade da SOD nos animais DIO NS e a suplementagdo com 6leo de abacate
(DIO + OA) foi capaz de aumentar a atividade da SOD. Entre os grupos Controle NS e
Controle + OA, porém, a atividade da SOD foi similar (Figura 24A).

N&o foram encontradas diferengas na atividade da enzima Catalase em nenhum dos

grupos avaliados (Figura 24B).
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Figura 24. Atividade de enzimas antioxidantes no hipocampo de camundongos C57BL/6J suplementados ou nédo
com o6leo de abacate. (A) atividade da superoxido dismutase e (B) atividade da catalase. Dados sdo expressos
como média * erro padrdo da média de 5 animais por grupo. ?p<0,05 versus grupo Controle NS e °p<0,05 versus
grupo DIO NS (two-way ANOV A, Bonferroni’s post hoc test). NS = N4o suplementado. OA = Oleo de abacate.
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5 DISCUSSAO

A associagdo entre uma dieta hipercalorica/hiperlipidica e sedentarismo tem crescido
exacerbadamente nas ultimas décadas, apresentando-se como um dos principais fatores para o
aumento dos indices de obesidade (Malik et al., 2013; WHO, 2018). Considerada um
problema mundial de salde, a obesidade é um fator de risco para inUmeras doencas, tais como
diabetes, dislipidemias, doencas cardiovasculares, entre outras (Rito e Breda, 2006; Pérez et
al., 2013; Sasson et al., 2014). Um dos impactos negativos do aumento de gordura corporal
ocorre sobre a sensibilidade a acdo da insulina. Estudos tém apontado que a capacidade
funcional da insulina é reduzida em individuos obesos, um quadro chamado de resisténcia a
acao da insulina (Heber, 2010; Nguyen e El-Serag, 2010; Tateya et al., 2013). Dois dos
possiveis mecanismos envolvidos na instalagdo da RI sdo o0 aumento na producao de espécies
reativas (Di Meo et al., 2017) e o desenvolvimento do quadro de inflamacdo cronica
subclinica, associados ou ndo (Gaelic et al., 2010).

Por outro lado, compostos medicinais naturais surgem como uma alternativa nédo
farmacologica eficaz para alteracbes metabolicas associadas a obesidade. Estudos apontam
uma variedade de plantas e frutos com efeitos positivos no tratamento da obesidade e suas
complicagdes (Kazemipoor et al., 2012; Bradford, 2013; Huang et al., 2014; Rios-Hoyo e
Gutiérrez-Salmean, 2016), entre 0s quais, encontra-se o abacate (Hasani-Ranjbar et al., 2013).
Abacates fornecem cerca de 1369 de fruta comestivel cujo 6leo consiste aproximadamente em
71% de MUFAs, 13% de PUFAs e 16% de acidos graxos saturados (Dreher e Davenport,
2013). Além disso, existem constituintes adicionais da fruta que incluem fibras, vitaminas B,
K1 e E, magnésio, potassio e fitoquimicos, como carotenoides, fendlicos e fitoesterois, que
também podem contribuir para efeitos positivos sobre a saide (Dreher e Davenport, 2013).
Porém, pouco tem sido abordado na literatura sobre os efeitos do 6leo de abacate sobre as
comorbidades desencadeadas pela obesidade.

A obesidade crénica causa inflamagao no tecido adiposo e, além disso, afeta o figado,
musculo esquelético e pancreas. Especificamente, os tecidos adiposos secretam citocinas pro-
inflamatorias e adipocinas que interferem com a sinalizacdo da insulina e reduzem a captacéo
de glicose em tecidos como o musculo esquelético, resultando em RI abrangente (Kang et al.,
2016). Estudos tém demonstrado que a utilizacdo de dieta hiperlipidica (De Souza et al., 2005;
Pieri et al., 2014; Dror et al., 2017) ou rica em sacarose (Del Toro-Equihua et al., 2016) em
roedores levam ao desenvolvimento de obesidade (De Souza et al., 2005; Pieri et al., 2014;
Dror et al., 2017) e a instalacdo de RI (Ivy, 2004; Krishnan e Cooper, 2014; Jung et al., 2017).
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No presente estudo, os animais obesos induzidos por dieta hiperlipidica apresentaram reducéo
do kir, indicando que a dieta hiperlipidica causou RI. No entanto, a suplementagdo com 6leo
de abacate nos animais alimentados com dieta hiperlipidica demonstrou efeitos positivos
sobre a sensibilidade a insulina, conforme mostrado através do kirr. Antia e colaboradores
(2005) observaram, em ratos diabéticos, que a administracdo de uma Unica dose de extrato
aquoso do abacate (100-200 mg / kg) diminuiu a concentracdo sanguinea de glicose apés 3, 6
e 12h. No entanto, poucos sdo os estudos em roedores que testaram os efeitos do 6leo de
abacate sobre a sensibilidade a insulina. Del Toro-Equihua e colaboradores (2016) avaliaram
os efeitos da ingestdo de 6leo de abacate (5%, 10%, 20% ou 30% por 8 semanas) em animais
alimentados com dieta rica em sacarose. Os autores relataram que a intolerancia a glicose e a
RI induzidas pela dieta com alto teor de sacarose em ratos Wistar podem ser reduzidas pela
adicdo dietética de 6leo de abacate.

Os efeitos do 6leo de abacate na melhora da sensibilidade a insulina podem ser
explicados pela alta concentracdo de MUFAs, em especial o acido oleico. Estudos sugerem
que o acido oleico favorece o controle glicémico em pacientes com diabetes mellitus
(Soriguer et al., 2006; Gupte et al., 2009; Palomer et al., 2018). A estearoil-CoA dessaturase
(SCD) catalisa a dessaturacao de &cidos graxos no figado quando nédo ha gordura suficiente na
dieta; por um lado, o aumento da atividade dessa enzima tem sido relacionado ao
desenvolvimento de RI e, por outro lado, dietas com MUFAs reduzem sua acgdo, bloqueando o
desenvolvimento da RI (Dobrzyn et al., 2010). O &cido oleico também favorece a polarizacdo
dos macrdéfagos infiltrantes do tecido adiposo ao fenétipo anti-inflamatério M2, através da
reducdo da secrecdo de leucotrieno B4 (LTB4), que por sua vez diminui a atividade da
fosfatase e tensina homoéloga (PTEN) e da proteina tirosina fosfatase 1B (PTP), aumentando a
sensibilidade a insulina (Palomer et al., 2017).

Utilizando camundongos C57BL/6J, Ma e colaboradores (2016) observaram aumento
de peso e de adiposidade em animais alimentados por 11 semanas com dieta hiperlidica. No
presente estudo, os grupos que receberam dieta hiperlipidica apresentaram aumento marcante
de peso corporal total e indice de adiposidade, bem como maior ingestdo calorica, sendo a
suplementacdo com 0leo de abacate, por um periodo de 90 dias, incapaz de modificar o peso
dos animais, indice de adiposidade ou modular a ingestdo alimentar, quando comparado aos
animais obesos; demonstrando que o éleo de abacate parece ndo exercer efeitos diretos sobre
a composicdo corporal dos camundongos. Del Toro-Equihua e colaboradores (2016)
observaram reducéo de peso corporal em ratos Wistar alimentados com dieta rica em sacarose

e suplementados com 10 — 30% de Oleo de abacate por 8 semanas. Padmanabhan e
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Arumugam (2014) observaram, em ratos Sprague Dawley alimentados com dieta rica em
gordura, que a suplementacao por 12 semanas com extrato hidroalcodlico de abacate (100 mg
/ kg de peso corporal) reduziu significativamente o ganho de peso corporal e o indice de
adiposidade. Porém, os autores destes estudos administraram dleo de abacate ou extrato
hidroalcodlico de maneira concomitante ao inicio das dietas. No presente estudo, a
suplementacdo iniciou-se apds 20 semanas de dieta hiperlipidica, ou seja, posterior a
instalacdo da obesidade e da RI.

No presente estudo buscou-se avaliar, também, alteracdes lipidémicas. Estd bem
estabelecido que a ingestdo excessiva de gordura saturada leva a alteragdes no colesterol e
triglicerideos séricos. Oliveira e colaboradores (2015) demonstraram em camundongos
C57BL/6J que a ingestdo de dieta rica em gordura (60% de gordura proveniente de banha) por
12 semanas elevou significativamente os niveis séricos de colesterol e triglicerideos. De
maneira similar, Sun e colaboradores (2017) observaram aumentos séricos de colesterol,
triglicerideos, LDL-c e HDL-c em camundongos C57BL/6J alimentados com dieta rica em
banha por 12 semanas. No entanto, ndo ha estudos que avaliam a influéncia do 6leo de
abacate como gordura dietética no perfil lipidico em modelos animais de obesidade induzida
por dieta hiperlipidica. Em ensaios clinicos, Ester e colaboradores (2009) relataram que 0
consumo de abacate durante 30 dias por individuos com dislipidemia diminuiu o0s
triglicerideos séricos (10,3%) e elevou o colesterol HDL-c (6,3%). Por outro lado, Carvajal-
Zarrabal e colaboradores, em 2014, ao suplementarem animais alimentados com dieta rica em
acucar, ndo observaram diferencas significativamente estatisticas nos niveis de triglicerideos,
colesterol total, LDL-c e HDL-c entre os animais suplementados ou ndo. Em concordancia
com os estudos citados (Oliveira et al., 2015 e Sun et al., 2017), ao avaliar os niveis de
lipideos sanguineos, o presente estudo observou aumento dos niveis de triglicerideos nos
animais obesos induzidos por dieta hiperlipidica. Por outro lado, a suplementacdo com 6leo
de abacate foi eficaz em reduzir o contetdo de triglicerideos a niveis similares aos dos
animais alimentados com racdo padrdo para roedores. Os animais alimentados com dieta
hiperlipidica apresentaram maiores niveis de colesterol total, ndo sendo a suplementacdo com
0leo de abacate eficaz em diminuir os niveis de colesterol total no animais com obesidade
induzida por dieta. Nos camundongos alimentados com racdo padréo, a suplementagdo com
6leo de abacate ndo foi capaz de modular nenhum dos parametros lipidémicos avaliados.

Populagdes mediterraneas com habitos alimentares que sdo ricos em MUFAs, em parte

devido ao alto consumo de azeite de oliva, tém reduzido consideravelmente os marcadores
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inflamatorios quando comparados a popula¢Ges que tém menor ingestdo de acido oleico
(Panagiotakos et al., 2009).

O tecido adiposo é um importante local de eventos inflamatdrios na obesidade. Porém,
embora a sobrecarga prolongada de nutrientes resulte em inflamag&o metabdlica associada a
expansao e disfuncdo de adipdcitos, a inflamacéo metabdlica na obesidade néo se restringe ao
tecido adiposo; o figado e outros tecidos também sdo fortes contribuintes para o
desenvolvimento desse tipo de inflamacdo (Shoelson et al., 2006; Glass e Olefsky, 2012;
Sheedfar et al., 2013).

O TNFa foi uma das primeiras citocinas identificadas e estd envolvida na resposta
inflamatoria sistémica de fase aguda, por meio da liberacdo de IL-6 e IL-1p (Spoto et al.,
2014; Marseglia et al., 2014). Foi avaliado que a IL-1p favorece a resposta pro-inflamatéria
na obesidade via producdo de outras citocinas (Stienstra et al., 2012). Salles e colaboradores
(2012) observaram reducéo de RI, dos niveis plasmaticos de acidos graxos ndo esterificados,
das inflamacdes sistémica e do tecido adiposo e diminuicdo do deposito de gordura no figado
e musculo quadriceps em camundongas C57C6/BL knockdown para TNFa e alimentadas por
12 semanas com dieta rica em gordura saturada (45% de banha). Consistente a isto,
Veeramani e colaboradores (2018) observaram que camundongos C57BL/6J obesos induzidos
por dieta tiveram os niveis de mRNA para TNFa e IL-18 aumentados no tecido adiposo.
Heijden e colaboradores (2015) verificaram que camundongos C57BL/6J expressam maiores
niveis de mRNA para as moléculas inflamatorias TNFa, IL-1fB, proteina quimiotaxica de
macréfago 1 (MCP1) e receptor 1 de horménio semelhante & mucina contendo mddulo
semelhante ao EGF (F4/80) no tecido adiposo ap6s 24 semanas de dieta contendo 45% de
gordura oriunda de banha. Os autores também encontraram aumento destas moléculas no
figado dos animais ap0s 40 semanas de dieta rica em gordura saturada (Heijden et al., 2015).
Similar a estes achados, no presente estudo a inducdo da obesidade através de dieta contendo
59% de gordura (52% proveniente de banha) elevou os niveis de TNFa e IL-1B no tecido
adiposo epididimal e no quadriceps. No entanto, no figado dos animais obesos 0s niveis de
TNFa e IL-1p foram similares entre estes e 0s animais controle. O ndo aumento dos niveis
hepaticos destas citocinas pode ter ocorrido devido ao tempo de administracdo da dieta.
Heijden e colaboradores (2015) afirmaram que em camundongos C57BL/6J a obesidade
induzida por dieta hiperlipidica estimula a inflamagéo no tecido adiposo antes do figado, uma
vez que ha aumento de moléculas inflamatdrias, como o TNFa e a IL-1B, no tecido adiposo
apos 24 semanas de ingestdo de dieta hiperlipidica, e, por outro lado, no figado observa-se

aumento destas e outras moléculas pré-inflamatorias somente apos 40 semanas de dieta.
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A producgdo de citocinas pro-inflamatorias secretadas por macréfagos residentes no
figado estd ligada a defeitos da sinalizacdo hepética da insulina (Tilg e Moschen, 2008).
Consistente a isso, a expressdo aumentada de genes inflamatorios no figado apds ingestdo de
dieta hiperlipidica est4 associada a redugdo da sensibilidade a insulina em camundongos (Cai
et al.,, 2005; Lee et al., 2011). Assim, a inflamacdo metabolica em ambos os 6rgdos esta
associada ao desenvolvimento de RI. Tal como no estudo de Heijden e colaboradores (2015),
neste estudo a RI nos animais obesos induzidos por dieta foi estabelecida antes do
desenvolvimento de inflamacdo hepética clara, sugerindo que a RI associada a obesidade pode
estar primariamente associada ao tecido adiposo. Consistente com a melhora da sensibilidade
a insulina no animais obesos apds suplementacdo com 6leo de abacate, tanto os niveis de
TNFa quanto de IL-1p foram diminuidos com a suplementacao, apresentando niveis similares
aos dos grupos alimentados com ragao padréo para roedores.

Os efeitos anti-inflamatorios de 6leos ricos em &cidos graxos insaturados vém
longamente sendo estudados e bem estabelecidos, principalmente os efeitos do 6leo de peixe
(Li et al., 2014; Nejm et al., 2017; Jamilian et al., 2018) e do azeite de oliva (Schwingshackl
et al., 2015; Luque-Sierra et al., 2018; Serra et al., 2018). No entanto, possiveis efeitos anti-
inflamatdrios do 6leo de abacate ndo tém sido avaliados. Os efeitos anti-inflamatorios do 6leo
de abacate podem ser atribuidos a presenca de acido oleico. Este &cido graxo monoinsaturado
provoca efeitos positivos através da reducdo nos niveis de citocinas pro-inflamatérias (1L-6 e
TNFo principalmente) enquanto aumenta os niveis da citocina anti-inflamatoria 1L-10 e
adiponectina. Estes efeitos do acido oleico podem ser mediados pelo receptor de acido graxo
livre 4 / receptor acoplado a proteina 120 (FFAR4 / GPR120). O aumento nos niveis de
adiponectina causada pelo acido oleico pode ativar a proteina quinase ativada por AMP
(AMPK) e reduzir os niveis de sintese de ceramida induzida pelo &cido palmitico. Ao prevenir
a reducdo da AMPK causada pelo acido palmitico, o &cido oleico pode inibir o aumento da
IL-1B causado pelos &cidos graxos saturados através do receptor do inflamassoma do tipo
NOD contendo o dominio pirina 3 (NLRP3) em adipdcitos e macrofagos infiltrados no tecido
adiposo (Palomer et al., 2017).

A IL-4 é uma citocina pleiotropica produzida principalmente por linfocitos T ativados
e, em menor escala, por macréfagos e eosindfilos. Atuando de forma aut6crina para ativar o
transdutor de sinal e ativador de transcricdo 6 (STAT6), a IL-4 induz fenétipo anti-
inflamatorio em macrofagos e linfécitos T (Luzina et al., 2012). STAT6 ativa a expressdo de
citocinas anti-inflamatdrias como IL-13, I1L-33 e o fator de crescimento transformador beta

(TGFp), inibe a atividade de fatores de transcri¢do pro-inflamatorios, como o fator nuclear do
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kappa B (NFxB) suprimindo a inflamacdo (Luzina et al., 2012). Esses efeitos podem
neutralizar a inflamacéo latente e o desenvolvimento de RI no tecido adiposo (Stafeev et al.,
2018). Os niveis da citocina anti-inflamatéria IL-4 foram elevados no tecido adiposo de
camundongos alimentados com dieta hiperlipidica. Este resultado vem de encontro com
estudos realizados em roedores (Oliveira et al., 2013; Heijden et al., 2015) e humanos
(Esposito et al., 2003) e representa uma resposta protetora do corpo para neutralizar eventos
pro-inflamatorios. Por outro lado, no tecido hepatico foi observada diminuicdo dos niveis de
IL-4 nos animais obesos induzidos por dieta. Heijden e colaboradores (2015) também
demonstraram aumento nos niveis de citocinas anti-inflamatorias (representadas pela IL-10)
no tecido adiposo de animais obesos induzidos por dieta, mas ndo no tecido hepatico. Uma
vez que ndo foram observadas alteracdes nas citocinas pré-inflamatorias TNFo e IL-1B no
figado, 0 ndo aumento ou diminuicdo de IL-4 era esperado neste tecido. Consistente com a
diminuigdo das moléculas pro-inflamatorias no tecido adiposo e quadriceps dos animais DIO
apos suplementacdo com 6leo de abacate, foram encontrados niveis reduzidos de IL-4 nestes
tecidos.

O quadro de inflamacdo desenvolvido na obesidade tem importante papel no
desenvolvimento de complicagcBes metabolicas, uma vez que, além de estar associada a RI
(Gregor e Hotamisligil, 2011; Brestoff e Artis, 2015), a inflamacéo esté diretamente ligada ao
estresse oxidativo (Manna e Jain, 2015).

As citocinas pro-inflamatorias desencadeiam dano oxidativo em um circulo vicioso.
Consequentemente, 0 estresse oxidativo estd intimamente ligado a producédo de citocinas pro-
inflamatorias. Além disso, a Rl associada a obesidade poderia ser um importante fator
contribuinte para o estresse oxidativo sisttmico (Bloomer et al., 2010). O presente estudo
avaliou a producdo de espécies reativas no tecido adiposo atraves dos niveis de DCFH e
nitrito. Os animais alimentados com dieta hiperlipidica apresentaram elevados niveis de
oxidagdo da DCFH e das concentracOes de nitrito. Jassim e colaboradores (2014) reportaram
que h& uma ligacdo entre inflamagcdo e espécies reativas de nitrogénio, uma vez que
inflamacdo aumenta esses radicais livres e promove o estresse oxidativo. Por outro lado,
alguns alimentos e nutracéuticos, possuem efeitos antioxidantes e sdo capazes de atenuar a
producdo de espécies reativas e radicais livres (Sani et al., 2014; Serra et al., 2018). Um
candidato pertencente a esse grupo de nutracéuticos é o abacate, pois este fruto contém uma
ampla variedade de antioxidantes (Dreher e Davenport, 2013). No presente estudo, apds

suplementacdo por 90 dias com 0leo de abacate, a producdo de espécies reativas, tanto de
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oxigénio quanto de nitrogénio, no tecido adiposo dos animais alimentados com dieta
hiperlipidica foi reduzida.

As mitocondrias sdo importantes produtoras de ERO e a exposicdo de células
musculares esqueléticas ao &cido palmitico provoca aumento significativo da produgédo
mitocondrial de ERO com concomitante disfuncdo e danos no DNA mitocondrial, inducéo de
JNK, apoptose e inibicdo da sinalizacdo de insulina (Yuzefovych et al., 2010). A ingestdo de
dieta rica em gordura tem demonstrado aumentar a producdo de ERO mitocondrial e
direcionar o ambiente redox celular para um estado oxidado no musculo esquelético de
roedores ou humanos (Furukawa et al., 2004; Bonnard et al., 2008; Anderson et al., 2009).
Por outro lado, a suplementacdo com acido oleico reduz a geracdo de ERO e protege as
mitocdndrias do estresse oxidativo induzido pelo &cido palmitico, apoptose e atenuacdo da
sinalizacdo da insulina (Yuzefovych et al., 2010). Consistente a isto, no presente estudo 0s
animais alimentados com dieta hiperlipidica (52% proveniente de banha, rica em &cido
palmitico) apresentaram maior formacédo de ERO, em especial H20,, como demonstrado pelos
niveis de DCFH, e concentracfes maiores de nitrito. Em contrapartida, a suplementa¢do com
6leo de abacate reduziu tanto os niveis de DCFH quanto de nitrito, igualando-se aos niveis
demonstrados pelos animais controles, suplementados ou ndo. Ortiz-Avila e colaboradores
(2017) observaram diminuicdo na geracdo de ERO (através da oxida¢do da DCFH) no rim de
ratos diabéticos suplementados por 3 meses com 4 mL / kg com dleo de abacate, dose e tempo
iguais as utilizadas no presente estudo.

Além do aumento de espécies reativas nos tecidos adiposo e musculo esquelético, a
obesidade induzida por dieta em roedores também culmina na producdo aumentada de ERO,
maior expressdo de NADPH oxidase (Matsuzawa-nagata et al., 2008; Ma et al., 2018) e da
enzima INOS (Garcia-Ruiz et al., 2006; Zaki et al., 2018) no tecido hepatico. As enzimas
iNOS levam a producdo de NO através da catalise da arginina, o que leva a producdo de
espécies reativas de nitrogénio e oxigénio (Forstermann e Munzel, 2006; Forbes et al., 2013).
No presente estudo, apesar de a obesidade induzida por dieta ndo elevar os niveis de DCFH
no figado em relacdo aos animais alimentados com racdo padrao, houve aumento significativo
na producdo de nitrito, podendo indicar a formacgédo de espécies reativas de nitrogénio. Por
outro lado, a suplementacdo com 6leo de abacate nos animais obesos induzidos reduziu tanto
a concentracdo de nitrito quanto levou a uma menor oxidagdo da DCFH quando comparados
aos animais DIO. De forma semelhante, a co-incubacdo de células beta expostas ao acido

palmitico com o acido oléico protege as células ativando as vias pro-sobrevivéncia de resposta
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ao estresse oxidativo envolvidas no dobramento de proteinas e na defesa antioxidativa
(Sargsyan et al., 2016).

O estresse oxidativo e a producao de espécies reativas resultam na oxidacao direta da
cadeia lateral de inimeros aminoacidos resultando em uma variedade de produtos
carbonilicos (carbonilacdo proteica) (Requena et al., 2001). Como tal, a carbonilacdo de
proteinas é amplamente reconhecida como um biomarcador do estresse oxidativo em uma
variedade de tipos de células e tecidos (Mukherjee et al., 2015; Hauck et al., 2018). As
espécies reativas ao oxigénio e nitrogénio possuem efeitos deletérios sobre as proteinas e
podem contribuir para inflamacdo tecidual e morte celular. De fato, com o aumento do
estresse oxidativo, diversas proteinas ficam suceptiveis a carbonilacdo (Bollineni et al., 2014).
Diante disto, o contetdo de carbonil foi avaliado. Nos tecidos adiposo epididimal e figado dos
animais obesos induzidos por dieta observou-se maior dano a proteinas em relagdo aos
animais controle, o que foi revertido apds suplementacdo com 6leo de abacate, em ambos 0s
tecidos. Dados consistentes com os achados de Brai e colaboradores, em 2014, que
observaram diminui¢do no conteddo de carbonil no figado de animais suplementados com
extrato aquoso de abacate.

Trabalhos anteriores demonstraram notavel diminuigcdo na expressdo de antioxidantes
em depdsitos adiposos epididimais em modelos murinos de obesidade, bem como em
adipdcitos cultivados em resposta a estimulos inflamatérios (Curtis et al., 2010; Long et al.,
2013; Hahn et al., 2014). Essa diminui¢do na capacidade antioxidante € coincidente com
aldeidos lipidicos reativos dentro do tecido (Long et al., 2013), o que leva a um aumento
significativo na carbonilagdo secundaria de proteinas dentro do adipécito (Grimsrud et al.,
2008; Curtis et al., 2012). Corroborando, Hauck e colaboradores (2018) relataram maior
carbonilacéo proteica e deplecdo de GSH no tecido adiposo de animais obesos e Veeramani e
colaboradores (2018) observaram que a obesidade induzida por dieta hiperlipidica em
camundongos C57BL/6J reduziu a atividade de SOD e GPX no tecido adiposo. No presente
estudo, a obesidade induzida por dieta ndo levou a modulacdo das enzimas do sistema de
defesa antioxidante SOD e CAT, por outro lado, os animais obesos que receberam oleo de
abacate aumentaram significamente as atividades de SOD e CAT em todos os tecidos:
adiposo epididimal, quadriceps e figado, demonstrando o potencial antioxidante deste 6leo. E
sugerido que a capacidade antioxidante do 6leo de abacate seja atribuida a presenca de f-
sitoesterol. A suplementacdo de camundongos com sitoesterol melhora drasticamente as
atividades de enzimas antioxidantes como a SOD, CAT e a GSH, bem como suprime a

expressdo de malondialdeido (Yin et al., 2018). O Oleo de abacate também é rico em
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carotenoides, que possuem capacidade de remover O2« celular (Foss et al., 2004; Galano et
al., 2010; Han et al., 2012), sugerindo que além do B-sitoesterol os carotenoides do 6leo de
abacate também possuem papel protetor contra o dano oxidativo.

Estresse oxidativo, resisténcia a insulina e inflamagdo tém sido implicados na
patogénese de varias doengas, incluindo a esteatose hepética ndo alcdolica (Sumida et al.,
2013; Duarte et al., 2015). A hiperglicemia é também um importante contribuinte para o
acumulo hepatico de lipideos, uma vez que ativa a proteina de ligacdo ao elemento responsivo
a carboidrato (ChREBP) e genes lipogénicos (Rahimi e Landaverde, 2013). A prevaléncia de
esteatose hepatica ndo alcoolica é agravada pelas mudancas no estilo de vida, que incluem o
consumo de dietas com alto teor de gordura e agUcares / frutose (Tetri et al., 2008). Uma vez
instalada, a esteatose hepatica ndo alcodlica exacerba a inflamacdo crénica sisttémica e o
estresse oxidativo, levando a disfungfes em tecidos extra-hepaticos (Armstrong et al., 2014;
Han e Lee, 2017).

No presente estudo, os animais obesos induzidos por dieta hiperlipidica apresentaram
acumulo excessivo de gordura no figado, indicando o desenvolvimento de esteatose hepatica
ndo alcoolica nestes animais. A elevada concentracdo de acidos graxos saturados,
provenientes da dieta, aumenta a atividade mitocondrial através do armazenamento alterado
de triglicerideos intra-hepaticos, liberacdo de &cidos graxos livres e hiperfuncdo do ciclo de
Krebs, levando a producdo de ERO e estresse oxidativo; fatores-chave para a progressdo da
esteatose hepatica ndo alcoolica (Leamy et al., 2013). Por outro lado, a suplementacdo com
6leo de abacate diminuiu drasticamente os depdsitos hepéaticos de gordura nos animais obesos.
Embora nenhum estudo tenha avaliado os efeitos do 6leo de abacate sobre o conteudo de
gordura hepatica em animais obesos, € sugerido que uma maior ingestdo de MUFA esta
associada com menor triglicerideos e melhor controle glicémico (Schwingshackl e Hoffmann,
2012), bem como modelos animais sugerem que MUFAs tém um impacto positivo na
distribuicdo de gordura, favorecendo a deposi¢do de gordura em tecidos adiposos, ao invés do
figado (Bessesen et al., 2000). A este respeito, Bozzetto e colaboradores (2012), em estudo
randomizado com 45 pacientes com diabetes, comparando dieta rica em carboidratos (52% da
ingestdo total de calorias provenientes dos carboidratos) com uma dieta rica em MUFA (28%
do total de calorias ingeridas), por 8 semanas, demonstraram significativa reducdo da
esteatose hepatica nao alcodlica no grupo com dieta rica em MUFA (27% vs 5%).

Os acidos graxos insaturados podem exercer seus efeitos benéficos sobre o conteudo
de gordura hepatica através de sua influéncia no metabolismo lipidico no figado ou no tecido

adiposo abdominal. No periodo pos-prandial, por exemplo, os MUFAs sdo mais rapidamente
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oxidados do que os &cidos graxos saturados (DeLany et al., 2000). Os MUFAs também
podem melhorar a esteatose hepatica, influenciando positivamente o cross-talk do tecido
adiposo com o metabolismo hepatico, através da regulacdo da sintese de adipocinas e
marcadores inflamatorios. De fato, em mulheres obesas, 0 conteido de gordura hepética esta
associado a concentragcBes aumentadas de ceramida e mediadores inflamatorios no tecido
adiposo subcutaneo (Kolak et al., 2007). Além disso, a alta atividade da enzima SCD1,
enzima chave na ativacdo da lipogénese de novo, tem sido associada ao desenvolvimento de
esteatose hepética ndo alcodlica. Kotronen e colaboradores (2008) verificaram que individuos
com esteatose hepatica ndo alcodlica apresentam atividade aumentada de SCD1 no tecido
hepatico em comparacdo a individuos controles. Por outro lado, estudos experimentais
mostraram que a SCD1 ¢ altamente regulada a nivel transcricional por hormdénios e nutrientes
(Paton e Ntambi, 2009; Erbel e Budoffet, 2012; Xu et al., 20015). Por exemplo, a repressao da
SCD1 pelos PUFA (Bjermo et al., 2012; Vessby et al., 2013; Pérez-Heras et al., 2016) e
MUFA na dieta tem sido bem caracterizada (Dobrzyn et al., 2010).

Além dos efeitos positivos do 6leo de abacate no sistema periférico, o presente estudo
também avaliou os seus efeitos no SNC, uma vez que a obesidade estd fortemente ligada a
déficits neuroldgicos e modificagdes cerebrais estruturais (O’Brien et al., 2017). O excesso de
gordura na dieta compromete o controle hipotalamico da homeostase energética, o que
contribui para a disfuncdo do tecido adiposo, levando a elevacdo dos acidos graxos livres e
dislipidemia sistémica. Essa dislipidemia pode resultar em lipotoxicidade (alteracbes na
sinalizacdo intracelular induzida por lipidios ou mudancas na utilizacdo de lipidios que
resultam em fisiopatologia tecidual) que causam disfungdo neuroldgica e neurodegeneragdo
(O’Brien et al., 2017).

Existem varios mecanismos possiveis pelos quais a obesidade induzida por dieta
hiperlipidica produz deficiéncias cognitivas. Por exemplo, obesidade induzida por dieta rica
em gordura (60% das calorias totais, das quais, 53% provenientes de banha) mostrou aumento
na producdo de ERO com concomitante diminuicdo na atividade molecular associada a
regulacao do estresse oxidativo no cértex (Freeman et al., 2013). Stranahan e colaboradores
(2011) demonstraram aumento do estresse oxidativo no hipocampo de animais alimentados
com dieta rica em gordura. Wu e colaboradores, em 2004, relataram que o consumo de dieta
hiperlipidica resulta em aumento de proteinas oxidadas, bem como diminuicdo dos niveis de
BDNF, molécula importante para aprendizagem e meméria. Além disso, o consumo de dieta
hiperlipidica (60% de gordura oriunda de banha de porco) por 16 semanas produz aumentos

nos marcadores de inflamacéo cerebral, juntamente com a diminuigdo da expresséo do BDNF
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(Pistell et al., 2010). De maneira similar, Lindgvist e colaboradores (2006) observaram que
ratos Sprague Dawley, alimentados por 4 semanas com dieta contendo 42% das calorias
provenientes de gordura, mostraram marcadores reduzidos de neurogénese hipocampal. No
entanto, embora estes estudos relatem modulagdo de fatores neurotréficos na obesidade, no
presente estudo a obesidade induzida por dieta e a suplementacdo ndo foram capazes de
alterar os niveis de BDNF e B-NGF no hipocampo.

Ainda, a obesidade induzida por dieta pode alterar a atividade do neurotransmissor
glutamato no hipocampo de camundongos (Valladolid-Acebes et al., 2012) e afetar a
integridade da barreira hematoencefalica, que auxilia na protecdo cerebral contra compostos
potencialmente toxicos no sangue (Kanoski et al., 2010). As gorduras provenientes da dieta
podem ser consideradas um fator ambiental de grande relevancia para prejuizos na memoria e
desenvolvimento de neuroinflamagdo. De fato, diferentes tipos de gorduras presentes nos
alimentos podem gerar acidos graxos que sdo facilmente incorporados nas membranas do
cérebro, afetando sua fluidez e neurotransmissao, o que pode afetar as funcdes cognitivas e de
memoria (Haygert et al., 2018). Haygert e colaboradores (2018) demonstraram que dietas
ricas em &cidos graxos trans podem aumentar o desenvolvimento de deficiéncias cognitivas
juntamente com niveis aumentados de marcadores de inflamacdo (IL-1B) no hipocampo de
ratos. Por outro lado, considerando 0 aumento da expectativa de vida observado nas ultimas
décadas, o consumo de alimentos saudaveis, como a dieta mediterranea por exemplo,
representa uma estratégia preventiva para minimizar a perda de memoria. Ensaio
randomizado controlado que avaliou os efeitos da ingestdo de abacate na cognicdo de
individuos saudaveis que consumiram um abacate / dia durante 6 meses, observou melhora na
memdria, na memoria de trabalho espacial, da atencdo sustentada e eficiéncia na abordagem
de um problema (Scott et al., 2017). Dados que corroboram com o0s achados do presente
estudo, onde observou-se melhora da memoéria de curto prazo tanto nos animais magros
guanto nos animais obesos que foram suplementados com Oleo de abacate e melhora na
memoria de longo prazo apés suplementacdo dos animais obesos.

O abacate ¢ uma fonte particularmente biodisponivel de luteina (Unlu et al., 2005;
Dreher e Davenport, 2013), que € transportada na circulagao principalmente pelo HDL (Wang
et al., 2007), relatado como transportador especifico de luteina em tecido neural (Connor et
al., 2007). A luteina da dieta atravessa a barreira hematoencefalica e se acumula na regido
macular da retina. Os depdsitos de luteina nesta regido tém sido relacionados a funcéo
cognitiva em adultos jovens e idosos (Feeney et al., 2013; Renzi et al., 2014; Vishwanathan et

al., 2014), uma vez que as concentracOes de luteina na retina estdo proporcionalmente
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associadas as concentracdes cerebrais deste carotenoide (Vishwanathan et al., 2013;
Vishwanathan et al., 2016). Estudos mostram que as concentracdes cerebrais de luteina em
idosos estdo positivamente associadas a uma variedade de medidas cognitivas pré-morte
(Johnson et al., 2013) e que a sua suplementagdo melhora os escores de fluéncia verbal
(Johnson et al., 2008). Desta maneira, os efeitos da suplementacdo com 6leo de abacate sobre
a cognicao neste estudo podem estar, em parte, associados a presenca de luteina.

Em relacdo a acdo do 6leo de abacate sobre a producao/diminuicdo de ERO no tecido
cerebral, Ortiz-Avila e colaboradores (2015) avaliaram os efeitos da suplementacdo por 90
dias com oleo de abacate sobre o estresse oxidativo em cérebro de ratos diabéticos. Os autores
encontraram menor producdo de ERO e diminuicdo dos danos a lipideos (TBARS) no cérebro
dos animais diabéticos ap6s administracdo de 6leo de abacate, concomitante ao aumento da
razdo GSH / GSSG, indicando melhora do sistema de defesa antioxidante. Resultados
similares aos encontrados no presente estudo, em que a suplementagdo com éleo de abacate
por 90 dias diminuiu os danos causados a proteinas nos animais obesos e elevou a atividade
da SOD no hipocampo, sugerindo melhora no sistema de defesa antioxidante. Uma vez que o
0leo de abacate aumenta a atividade do complexo 111 da cadeia respiratdria (Ortiz-Avila et al.,
2015), sugere-se que a melhoria da atividade do complexo Il pode reduzir a meia-vida dos
intermediarios semiquinona e diminuir os niveis de ERO, ja que as semiquinonas sdo
doadoras de elétrons para o oxigénio, formando o anion superdxido (Ortiz-Avila et al., 2015).

Os efeitos anti-inflamatorios do 6leo de abacate encontrados nos tecidos periféricos
analisados no presente estudo, estenderam-se também ao tecido cerebral. A obesidade
induzida por dieta hiperlipidica aumentou significativamente os niveis de IL-1B no
hipocampo, o que foi revertido apos a suplementacdo de 6leo de abacate nos animais obesos.
Embora este seja o primeiro estudo relatando os efeitos do 6leo de abacate sobre a inflamacéo
no hipocampo induzida pela obesidade, Cintra e colaboradores (2012) demonstraram que a
suplementacdo com o6leo de oliva, que possui caracteristicas fisico-quimicas semelhantes ao
6leo de abacate, reverte a inflamagdo hipotaldmica em animais obesos induzidos por dieta
hiperlipidica. Estes autores também avaliaram a suplementacéo isolada de &cido oleico neste
tecido, observando resultados semelhantes aos encontrados com o Oleo de oliva. Desta
maneira, sugere-se que a acao anti-inflamatdria exercida no hipocampo pelo 6leo de abacate
seja devido a presenca abundante de MUFA em sua composic¢éo (Cintra et al., 2012).

Com base nos resultados apresentados, 0s quais encontram-se sintetizados nas figuras
25 e 26, sugere-se que a suplementacdo com Oleo de abacate reverte parcialmente as

alteragcdes metabolicas desencadeadas pela obesidade induzida por dieta hiperlipidica.
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6 CONCLUSAO

Os resultados obtidos no presente estudo demonstraram que a obesidade induzida por
dieta hiperlipidica reduziu a sensibilidade periférica a insulina, induziu hiperlipidemia,
aumentou a producdo de oxidantes derivados do oxigénio e nitrogénio no figado, tecido
adiposo epididimal e quadriceps, bem como aumentou a producao de nitrito concomitante a
diminuicdo do sistema de defesa antioxidante enzimatico no hipocampo. Além disso, 0s
animais obesos induzidos por dieta apresentaram maiores niveis de citocinas pro-
inflamatorias nos tecidos adiposo epididimal, quadriceps e hipocampo, aliado a diminuicdo da
defesa anti-inflamatoria no figado e desenvolvimento de esteatose hepatica.

Em contrapartida, a suplementacdo com 4 mL / kg / dia, por 90 dias, de 6leo de
abacate reverteu parcialmente esses parametros: a) aumentando a sensibilidade a insulina; b)
reduzindo os niveis séricos de triglicerideos; c¢) reduzindo a produgdo de oxidantes; d)
aumentando as defesas antioxidantes enddgenas; €) reduzindo os danos oxidativos a proteinas;
f) diminuindo o status inflamatério; g) reduzindo o acumulo lipidico no figado e h)
melhorando a memoria de curto e longo prazo. Todas estas alteracfes positivas ocorreram
independentemente da reducdo do peso corporal, do indice de adiposidade ou da ingestdo

alimentar.
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Conselha Macional de Controle de Experimentagdo Animal (COMCEA), e foi aprovado pela
Comiss3o de Efica no Uso de Animais - CEUA da Universidade do Extremo Sul Catarinense -
UMESC, em reunido de 21/02/2017.

Finalidade { ) Ensino [ X } Pesquisa Cientifica
Vigéncia da autorizacdo | 01/032017 a 2V02/2018
Especiefllinhagemiraca Camundongo isogénico CHTBLIG.

M® de animais 40

ldade/Peso 2idias / 12g
Sexo Masculimo
Origem Bioteério da Unesc

The Ethics Commitese on Animal Use on Research, sanctioned by the resclution number
022011/Camara Propex, in accordance with federal law number 11.704/08, has analyzed the
following Project

Project ite: “EFFECTS OF SUPPLEMENTATION OF AVOCADD OIL ON INFLAMMATORY AND
INSULIN RESISTANCE PARAMETERS IN LEAN AND OBESE MICE"
Protocol number: 0OT/2017-1

Principal Imvestigator: Claudio Teodoro de Souza

Researchers: Thais Fernandes Luciano, Matheus Scarpatto Rodrigues, Bruno Luiz da Silva
Pieri.

The project was Approved in its ethical and methodological aspects. Any alteration of the original
version of this project must be previcusly submitted io the Committee for further anakyzes. May you
have further gquestions, please contact us on wew.unescnetpropediceua or by e-mail
ceuai@unesc.net

Criciima, 21 de fevereiro de 2017.

4

Jairo Zocche
Coordenadofda CEUA
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ANEXO B - LAUDO ANALITICO DA DIETA HIPERLIPIDICA

PRAGSOLUCOES

biociéncias &

Produrto Quantidade

prescria

- a DY
2000000%_ _ _

e
CASEINA

e

Quanftidades produzidas de cada substancia na formula

Pedido

Cliente Bruna Pieri UNESC

Data ZHD4I0NS

Yalidade Z107/2015 Emgeladeim 181002015 Em freezer
Manipulador

Formula Dieta Hiperlipidica

Dase (g ou mil) £.000 Veres: 8 X
Dose (Kgou L) 6,00

Fonecedor Fator Lot Validade Cuantidade Pesados Verif
COMECaDn prod. (giml)  prod. (giml)  OK
qsp

leaePPE L D0RE. LT

_ 1913071000, _ 210316 _ _ 1200000 _ 1.200.000

M3

1
‘o= BMIDODEXTRINZADD _ __ 1000000%_ _ _ _lngreden 1909010 _290ENE___oooooo | eonood L
_________ SACAROSE | ____lopoooot_ ____BA______1____ M7 _SUTNE___e0oOo0 00000
________ QEQDESOUA _____ 4000 Bis2 _ 0000 _ Moo ___
_ _ CELULOSE MICROCRISTALINA_ _ 1 023270 300727 _ 300000 _ 300000 _ _ _ _
vmm o MEMNERALANSEE L2 - -PragSoucies | __1___ 060415 _ 080406 _ _ 20000 _ 20000
cmmmaa o MXVITANG  _____ 100000%  _ _PegSoucles | __1___ 060415 _ 06048 _ __ o0ooo __ e0oo0 |
cmmmaaaoo LOSTMA 03000 | FEmes 1. ___l0i6OH _DdvACR8 | JAfM0 R0 L
== STRIARATODECOUNA | 023000% | Fmes L)oo %00820 0O N0 %M ..
__________ BANAA _ L2000 Bstel 1 _____l808N5__1ET2000 t&mamo0
100,00000% £.000 8.000

dilucicoss: 1/0000 em sacarose

Manipulada-

Obs  Produto destinado a pesquisa. Isento de registro no Ministénio da Agricultura Pecuaria e Abastecimento.



