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RESUMO

Introducdo: A reducdo do desperdicio de alimentos, a utilizacdo em sua
totalidade e a adogcdo de processos eficientes de conservagdo, como a
liofilizacdo, sdo tematicas que representam a base no quesito sustentabilidade e
seguranca alimentar. Nesse sentido, torna-se interessante investigar a Persea
americana, o qual tem elevado o desperdicio ao se descartarem a casca e
semente. Alguns autores realizaram a caracterizacdo de sua semente e
encontraram a presenca de compostos biologicamente ativos, que em
experimentacdo apresentaram efeitos hipoglicemiantes, hipolipidémicos, anti-
inflamatorios e antioxidantes, podendo dessa forma ser aproveitada como
coadjuvantes no tratamento de diversas doengas. Objetivos: Avaliar os efeitos
da farinha liofilizada da semente do abacate (Persea americana) em
camundongos alimentados com dieta hiperlipidica. Metodologia: As sementes
foram liofilizadas e moidas a ponto de farinha, com posterior caracterizacao
centesimal. Para o delineamento experimental foram utilizados camundongos
Swiss divididos em grupos controles (grupo Nuvilab/dieta Nuvital®; grupo
AIN93M/ dieta AIN-93M; grupo High Fat/ dieta hiperlipidica) e grupos
experimentais (FO,5, F1 e F2/ dieta hiperlipidica com adi¢éo de farinha liofilizada
nas concentracbes 0,5%, 1% e 2%, respectivamente), avaliados por 13
semanas. Foi realizado o teste de tolerancia oral a glicose e teste de
sensibilidade a insulina, e em seguida a eutanasia, sendo coletado material para
guantificacdo da adiposidade, glicemia de jejum, insulina, colesterol total e
fracOes. Foi realizada analise histologica do figado, pancreas e tecido adiposo
epididimal. Os resultados foram expressos em médiatdesviopadrdo (p<0,05).
Resultados: Na avaliacdo centesimal da farinha liofilizada foi baixa a umidade e
elevada a quantidade de carboidratos totais. Apresentou boa quantidade de
proteinas e alta atividade antioxidante a partir de compostos bioativos, com
niveis de gordura pouco elevados. Na composi¢cdo em acidos graxos, houve
predominancia dos saturados, todavia boa concentracdo de &cidos
poliinsaturados e essenciais. No delineamento experimental, o grupo FO0,5
obteve maior ganho de peso (p<0,001) quando comparado aos grupos controles
normolipidicos. Esse resultado também ocorreu no parametro de peso dos
coxins (p<0,05) e indice de adiposidade (p<0,05). Quanto ao perfil lipidico, ndo
houve diferenca no parametro de triglicerideos, mas ao analisar colesterol total e
nao-HDL-c observa-se valores maiores (p<0,001) em relacdo aos controles. No
perfil glicidico, os maiores valores (p<0,001) pertenceram ao controle High Fat e
todos 0s grupos experimentais, semelhante aos resultados do teste de tolerancia
oral a glicose, onde F2 foi maior (p<0,05) que Nuvilab e AIN93M em todos os
tempos, o que se repetiu no teste de sensibilidade a insulina, porém a diferenca
ocorreu somente em relacdo ao Nuvilab (p<0,05). Em relacdo a area dos
adipdcitos ndo houve diferenca estatistica na comparacdo entre 0s grupos
(p=0,12). Na analise hepatica ocorreram alteracbes nos grupos experimentais
(esteatose, inflamacéao lobular, balonizagéo, apoptose e corpusculos de Mallory).
No pancreas, somente AIN93M e FO0,5 ndo apresentaram hipotrofia das ilhotas
de langerhans. Conclusdo: A farinha liofiizada da semente de abacate
apresenta importante composicdo em nutrientes e compostos bioativos, porém
nas concentragdes utilizadas néo foi possivel observar resultados positivos nos
parametros analisados, havendo assim necessidade de estudos posteriores que
utilizem maiores concentragoes.



Descritores: obesidade; Persea; dieta; farinha;

ABSTRACT

Introduction: The reduction of food waste, the use in its entirety and the adoption of
efficient conservation processes, such as lyophilization, are themes that represent
the basis for sustainability and food safety. In this sense, it is interesting to
investigate the Persea americana, or avocado, which has increased waste by
discarding the peel and seed. Some authors carried out the characterization of its
seed and found the presence of biologically active compounds, which in
experimentation showed hypoglycemic, hypolipidemic, anti-inflammatory and
antioxidant effects, thus being able to be used as coadjuvants in the treatment of
various diseases. Objectives: To evaluate the effects of freeze-dried avocado
(Persea americana) seed meal in mice fed a high-fat diet. Methodology: The seeds
were freeze-dried and ground to a flour point, with subsequent centesimal
characterization. For the experimental design, Swiss mice were divided into control
groups (Nuvilab group/Nuvital® diet; AIN93M group/ AIN-93M diet; High Fat group/
high fat diet) and experimental groups (F0.5, F1 and F2/ high fat diet with addition of
freeze-dried flour at concentrations of 0.5%, 1% and 2%, respectively), evaluated for
13 weeks. The oral glucose tolerance test and insulin sensitivity test were performed,
followed by euthanasia, and material was collected to quantify adiposity, fasting
glucose, insulin, total cholesterol and fractions. Histological analysis of the liver,
pancreas and epididymal adipose tissue was performed. Results were expressed as
meanzstandard error (p<0.05). Results: In the proximate evaluation of the freeze-
dried flour, the moisture content was low and the amount of total carbohydrates was
high.,And also, it showed having a good amount of protein high amount of protein
and high antioxidant activity from bioactive compounds, with low levels of fat. In the
composition of fatty acids, there was a predominance of saturated, but a good
concentration of polyunsaturated and essential acids. In the experimental design, the
FO.5 group obtained greater weight gain (p<0.001) when compared to normolipidic
control groups. This result also occurred in the parameter of weight of the cushions
(p<0.05) and adiposity index (p<0.05). As for the lipid profile, there was no difference
in the triglycerides parameter, but when analyzing total and non-HDL-c cholesterol,
higher values (p<0.001) were observed in relation to controls. In the glucose profile,
the highest values (p<0.001) belonged to the High Fat control and all experimental
groups, similar to the results of the oral glucose tolerance test, where F2 was higher
(p<0.05) than Nuvilab and AIN93M in all times, which was repeated in the insulin
sensitivity test, but the difference occurred only in relation to Nuvilab (p<0.05).
Regarding the area of adipocytes, there was no statistical difference in the
comparison between the groups (p=0.12). There were changes in the liver analysis in
the experimental groups (steatosis, lobular inflammation, ballooning, apoptosis and
Mallory bodies). In the pancreas, only F1 and F2 presented hypotrophy of the islets
of Langerhans. Conclusion: The freeze-dried avocado seed flour has an important
composition n nutrients and bioactive compounds, but at the concentrations used, it
was not possible to observe positive results in the analyzed parameters, thus
requiring further studies using higher concentrations.

Descriptors: obesity; Persea; diet; flour;
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1 INTRODUCAO

O Brasil € um pais rico em diversidade e um dos maiores produtores mundiais
de carnes, gréos, frutas e hortalicas. Entretanto, quase a metade dessa producéo vai
para o lixo, tendo perda acentuada nas etapas de manuseio, processamento,
armazenamento, distribuicdo e consumo final (BRASIL, 2017). Técnicas adequadas
e eficazes para o armazenamento e conservagdo tém sido adotadas com a
finalidade de promover um melhor aproveitamento dos alimentos. Nesse contexto
destaca-se a liofilizacdo, que é um método de desidratacdo que auxilia na
conservacdo do alimento pela retirada de &gua, diminuindo seu volume e
preservando suas caracteristicas sensoriais e nutricionais (GOMEZ-CACERES et al.,
2013).

A reducéo da perda e desperdicio de alimentos, a utilizacdo em sua totalidade
e a adocao de processos eficientes de conservagdo sdo tematicas importantes que
representam a base no quesito sustentabilidade e seguranca alimentar, uma vez que
0 acesso a nutricdo adequada em quantidade e qualidade é um direito humano
assegurado (SIQUEIRA et al.,, 2014). Portanto, a investigacdo da aplicabilidade
terapéutica dos residuos descartados e nao utilizados de alimentos, principalmente
0s in natura, tem ganhado espaco e notoriedade. Isso porque estudos mostram que
esses residuos nao convencionais tém potencial nutricional e sdo ricas em
substéancias biologicamente ativos (BRACK et al., 2020; ZANINI et al., 2017)

Observando esse cenario, tem-se a Persea americana, mais conhecida como
abacate. Fruto de clima tropical, conhecido e acessivel, se apresenta de diferentes
formas devido a grande variedade de espécies, mas em sua maioria apresenta
casca verde escura e de textura enrugada, polpa suculenta de cor verde-oliva e de
sabor amanteigado. Possui uma semente comumente descartada pela industria,
uma vez que o maior interesse comercial é em sua polpa (CARVALHO, 2015).

Tango, Carvalho e Soares (2004) apontaram a necessidade de haver uma
caracterizacdo da composicao desses carocos, na tentativa de reduzir o excedente
do descarte, com finalidade de consumo humano ou subproduto das industrias, uma
vez que eles representam mais de 20% da totalidade do peso do fruto e apresentam
niveis superiores de atividade antioxidante quando comparados as demais partes do
abacate (WANG; TERREL; BOSTIC, 2010).
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Acdo anti-inflamatoria, hipoglicemiante, hipolipidémica, analgésica e anti-
hipertensiva séo alguns dos efeitos benéficos encontrados na utilizacdo da semente
da Persea americana, podendo ser atribuidos a sua elevada composicao de fibras,
predominantemente insollveis, acidos graxos insaturados, como o linoleico,
compostos fendlicos, carotenoides e vitaminas antioxidantes como o acido ascorbico
e vitamina E (KOSINSKA et al., 2012; RODRIGUEZ-CARPENA et al., 2011). Tais
constituintes geram beneficios no tratamento e prevencdo de doencas,
principalmente as crbénicas nao transmissiveis (WHO, 2020).

As doencas cronicas ndo transmissiveis (DCNT) como diabetes tipo 2 (DM2),
hipertensdo arterial sistémica (HAS), doenca hepatica gordurosa nao alcodlica
(DHGNA), dentre outras, sao resultantes do acumulo excessivo de gordura visceral
(WHO, 2017). Classificado como doenca, o excesso de peso tem causa multifatorial,
sendo consequéncia principalmente da associacdo de comportamento sedentéario e
maus habitos alimentares, podendo também ser considerado outros aspectos como
genéticos, metabolicos, psicoldgicos e enddcrinos (OPAS; OMS, 2016).

Diante dessa problematica, muitos estudos sao realizados com a finalidade de
compreender melhor a obesidade e suas alterag6es metabdlicas. Neste contexto, os
nutracéuticos tem tomado destaque, uma vez que o costume do uso de plantas e
frutos com finalidade medicinal ainda € muito popular, jA que estes apresentam
concentracfes elevadas de constituintes que auxiliam a reducdo de agregacado
plaquetaria, promovem prote¢cdo contra o0 estresse oxidativo e diminuicdo de
marcadores inflamatérios (LIMA et al., 2017; SANTOS; OLIVEIRA, 2014).

Resultante da escassez de estudos relacionando a semente desse fruto como
adjuvante na prevencdo do ganho de peso corporal e suas alteracdes metabdlicas, o
objetivo dessa pesquisa é verificar os efeitos da farinha liofilizada da semente do
abacate adicionada a racdo de camundongos tratados com dieta hiperlipidica, com o
intuito de obter um novo recurso biolégico que promova resultados positivos na
prevencdo e minimizacdo do surgimento de efeitos resultantes das alteragcdes no
metabolismo decorrentes dessa condicdo, favorecendo a saude da populacdo e

incentivando o aproveitamento integral dos alimentos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Tecnologia e sustentabilidade alimentares

2.1.1 Métodos de conservacao

A pratica de conservacdo de alimentos vem sendo desempenhada desde os
primordios da humanidade. Tem por objetivo aumentar a vida util dos alimentos
através de técnicas que cessem e/ou inibam o processo de crescimento
microbioldgico, e mudancas enziméticas, fisicas e quimicas, retardando o processo
de degradacdo e mantendo suas caracteristicas sensoriais, tornando o alimento
adequado e seguro para comercializacdo e consumo (EVANGELISTA, 1994).

Para essa finalidade, sdo empregadas técnicas como o uso do calor, frio,
controle de umidade, aditivos, fermentacao, salga, defumacao entre outros. Mesmo
com uma infinidade de métodos, os melhores sdo aqueles que além de garantir uma
gualidade microbiol6gica, também mantenham caracteristicas nutricionais essenciais
ao alimento. A escolha do mais apropriado ira depender de fatores como a natureza
do alimento, como seu estado fisico natural e a sua finalidade, como também custo
de todo o processo, agentes envolvidos na deterioragcdo e periodo de conserva
(BASTOS et al., 2008).

Dentre os processos de conservacao por desidratacdo, destaca-se a
liofilizacdo, processo pelo qual ocorre perda de peso e volume pela retirada de agua.
Esse método tem tido muito destaque no meio alimenticio e tecnoldgico, pois reduz
a agua disponivel no produto, que é agente determinante para processos de
deterioragdo, sem a utilizacdo de calor, o que preserva a maior parte dos
componentes bioativos (MALACRIDA; MOTTA, 2005; GOMEZ-CACERES et al.,
2013).

O produto na liofilizagcdo € congelado antes de passar por desidratacdo, assim
sendo, a agua contida é convertida do estado soélido e transformada em vapor
d’agua por sublimagdo, sem passar pelo estado liquido. Processo feito sem o
emprego de calor, em baixas temperaturas e auséncia de ar atmosférico. Apesar do

elevado custo, esse processo faz com que praticamente todas as caracteristicas
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sensoriais e nutricionais do alimento sejam mantidas (GOMEZ-CACERES et al.,
2013).

2.1.2 Aproveitamento integral

O mundo voltou seu olhar para a questdo de desperdicio de alimentos a
partir da publicacéo do relatério “Global food losses and food waste — extent, causes
and prevention” (FAO, 2013), o qual apresentou dados de pesquisas demonstrando
gue mundialmente, pelo menos 1/3 dos alimentos produzidos ao ano eram perdidos,
ocasionando danos a populacdo, meio ambiente e economia, gerando um déficit de
aproximadamente 750 bilh6es de ddélares anual (FAO, 2016). Tal problematica
também ocorre de forma acentuada no Brasil, que mesmo sendo um grande
produtor de alimentos, possui grande parte de sua populacédo passando fome, tendo
um desperdicio de cerca de 26 milhdes de toneladas de alimentos (BRASIL, 2017).

Entretanto, para o uso de estratégias que venham a combater a perda e
desperdicios alimentares, é importante salientar as diferencas entre esses termos,
sendo o primeiro um ato involuntario de agentes econémicos, como os da cadeia de
producdo, gerando um aumento do valor do produto final, tornando-se menos
acessivel ao consumidor, e o Ultimo, como proposital, decorrentes de costumes e
habitos culturais de uma populacdo, como por exemplo, a compra de alimentos in
natura em excesso, rejeitando a utilizacdo de partes ndo convencionais por
desconhecimento de suas propriedades, como também a perda desse alimento por
deterioracdo e insciéncia de formas adequadas de armazenamento (JESUS; PIRES,
2018).

Identificados os focos, a primeira acdo para a reducdo é a prevencao, por
ser o meio mais simples e barato, adotando campanhas de conscientizagdo e
mobilizacdo com voluntarios que disseminem boas préticas. Todavia, determinadas
perdas e desperdicios podem continuar a ocorrer, seja pelas estruturas de mercado
ou pela falta de ajustes do sistema produtivo ou displicéncia cultural do consumidor.
Analisando essa situagdo, a recuperacdo desse alimento, permitindo seu
redirecionamento para o consumo humano ou animal, ou como subproduto
industrial, tem sido alternativas viaveis (GOMES; TEIXEIRA, 2017).
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A temética da reducdo da perda e desperdicio de alimentos, e a utilizacdo em
sua totalidade, € uma interface importante no quesito de Seguranca Alimentar e
Nutricional e Sustentabilidade, uma vez que o acesso a alimentacdo e a uma
nutricdo adequada em quantidade e qualidade é um direito humano assegurado
(SIQUEIRA et al., 2014).

Pesquisas realizadas com o objetivo de caracterizar as partes dos alimentos
gue sdo mais comumente descartadas observaram grande potencial nutricional, uma
vez que os resultados apontaram para elevadas concentracdes de micronutrientes e
compostos bioativos com atividades antioxidantes. Com isso, essa pratica esté
ganhando com o tempo mais adesdo e visibilidade pela sociedade e meio
académico, fazendo surgir sempre novos estudos com caracterizacées centesimais
de subprodutos alimentares (ZANINI et al., 2017).

2.2 Abacate (Persea americana)

2.2.1 Caracterizacao

Popular e acessivel, Persea americana, mais comumente conhecida como
abacate, tem se destacado pela sua qualidade nutricional e por seus beneficios
(SALGADO et al., 2008). Fruto de clima tropical, originario da América Central, mais
especificamente Colémbia e México, pertence a familia Lauraceae e género Persea,
e apresenta-se através de trés racas comerciais, a Mexicana (Persea americana var.
drymifolia), a Antilhana (Persea americana var. americana) e a Guatemalteca
(Persea nubigena var. guatemalensis). Embora bem aceitas essas denominagodes, 0
abacateiro (Figura 1A) pode ser chamado também apenas por Persea americana
Mill (MARANCA, 1986).

O abacate é produzido e comercializado em muitos paises, tendo suas
exportacdes lideradas pelo México, Republica Dominicana, Estados Unidos,
Colébmbia e Chile. Internacionalmente, os frutos “Hass” e “Fuerte” (Figura 1B) séo os
mais consumidos, sendo essas cultivares hibridas provenientes das racas mexicana
e guatemalense (FRANCISO; BAPTISTELLA, 2005).
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O Brasil, mesmo produzindo em grande escala essas mesmas cultivares
populares em outros paises, ndo tem tanta relevancia quanto ao mercado de
exportacdes, tendo sua producdo voltada mais para o proprio consumo da
populacao, sendo os estados de Sao Paulo e Minas Gerais 0os maiores produtores
nacionais (AGRIANUAL, 2010; CARVALHO, 2015).

Pela extensa quantidade de cultivares, o abacate pode apresentar-se de
diferentes formas, tamanhos, texturas e sabores, mas no geral possui casca de cor
verde escura, podendo ser de textura lisa ou enrugada, possui polpa de cor verde-
oliva, de sabor amanteigado devido ao seu alto teor de lipideos, e caroco de
tamanho grande, envolto por uma pelicula escura (SALGADO et al., 2008).

De aplicacbes variadas, internacionalmente este fruto costuma ser
consumido juntamente a preparacdes salgadas, como acompanhamento de petiscos
e até mesmo em saladas. J& no Brasil, o abacate é conhecido por ter seu consumo

popular em preparacfes doces, como vitaminas e mousses (VANINI et al., 2010).

Figura 1 — (A) Abacateiro da variedade Fuerte. (B) Frutos de abacate da variedade
Fuerte. Fonte: A autora.

2.2.2 Propriedades da Persea americana

Um alimento para ser considerado funcional deve possuir nutrientes que

atuem positivamente na saude metabdlica e fisiolégica do individuo. O abacate



22

possui em sua polpa compostos de efeitos anti-inflamatoérios e antioxidantes como
carotenoides, tocoferdis e fitoesterdis que atuam neutralizando elétrons
desemparelhados, prevenindo assim a formac&do de radicais livres. Por serem
nutrientes lipossollveis, o abacate favorece sua absor¢cdo uma vez que é rico em
lipidios (ANVISA, 1999; NASSAU, 2013).

E um fruto conhecido por seu alto valor energético devido a sua rica
composicdo em acidos graxos, que sdo predominantemente insaturados, e sua
grande quantidade de fibras, tanto solUveis quanto insolUveis, caracterizando-se
assim como um alimento utilizado na prevencdo e tratamento de doencas
cardiovasculares e outras doencas crbnicas nao transmissiveis (SALGADO et al.,
2008).

Apesar da polpa apresentar mais da metade da totalidade do fruto do
abacate, sua semente (Figura 2) representa uma grande porcdo, média de 25% do
peso total do abacate, e € comumente descartada. Entretanto, h4 um interesse por
parte de empresas em utilizar esses refugos e excedentes volumosos, como 0s
carocos, na elaboracédo de produtos, seja para a finalidade da industria alimenticia
ou farmacéutica e de cosméticos, visto que, assim como a polpa, a semente de
abacate também possui uma rica variedade de substancias biologicamente ativas
(TANGO; CARAVALHO; SOARES, 2004).

Informacdo também encontrada por Wang et al. (2010) que realizaram a
caracterizacao e posterior comparacao de todas as partes do fruto de abacate e em
sete cultivares distintas, obtendo o resultado de niveis de compostos fendlicos e
atividade antioxidante superiores na semente que em relacdo a polpa, em todas as
variedades analisadas. Por esse motivo, novas pesquisas tiveram inicio com o
propésito de realizar uma melhor caracterizacdo das propriedades biolégicas da
semente. Atividade antioxidante, anti-hipertensiva, hipolipidémica, hipoglicemiante,
fungicida, larvicida, antiparasitaria, analgésica e anti-inflamatéria foram algumas das
descobertas feitas (VILLA-RODRIGUEZ et al., 2011; JIMENEZ-GARCIA et al., 2013;
TABESHPOUR; RAZAVI; HOSSEINZADEH, 2017).

Pode-se atribuir esses beneficios aos componentes centesimais e
biologicamente ativos que sao encontrados na semente desse fruto. Assim como a
polpa, o carogo de abacate é rico em substancias de atividade antioxidante como os
carotenoides, fenois, acido ascorbico, flavonoides, catequinas e antocianinas. A

semente também €& conhecida por ser rica em fibras, de predominancia insoltvel, e



23

com quantidade inferior de lipideos quando comparado aos encontrados na polpa.
Entretanto, sdo quantificados niveis elevados de acidos graxos, sendo o palmitico,

oleico e linoleico os de maiores concentracdoes (FERNANDEZ et al., 2018;
MASSAFERA; DE OLIVEIRA; COSTA, 2010; TABESHPOUR; RAZAVI;
HOSSEINZADEH, 2017; TANGO; CARVALHO; SOARES, 2004).

Figura 2 — Sementes limpas e higienizadas da variedade Fuerte. Fonte: A autora.

Na medicina tradicional, a semente de abacate também é conhecida por seus
efeitos hipoglicémicos, hipotensores e antivirais, sendo utilizada também para o
tratamento de Ulceras, doencas reumdticas e dermatolégicas, devido ao seu
potencial anti-inflamatoério advindo de agentes fitoquimicos, principalmente do perfil
de compostos fendlicos (KOSINSKA et al., 2012; RODRIGUEZ-CARPENA et al.,
2011). No meio cientifico, a utilizacdo da semente de abacate se da de diversas
formas, sendo em formato de farinha, extrato aquoso e/ou etandlico, e apesar das
descobertas ja realizadas, ainda é escassa a quantidade de evidéncias relacionando
a utilizagdo do carogo e seus beneficios, bem como suas aplicabilidades (LEITE et
al., 2009; DREHER; DAVENPORT, 2013).

Com isso, Ezejiofor, Okorie e Orisakwe (2013) consideraram a investigacéo

dos efeitos hipoglicemiantes e histoprotetores do extrato agquoso do caro¢co do
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abacate em ratos diabéticos induzidos por aloxana. A administracdo do extrato foi
realizada ap0s o sétimo dia de inducdo a diabetes e continuado por 21 dias, via
gavagem. Obtiveram efeitos antidiabéticos e protetores no pancreas, rins e figado,
associando esses efeitos aos niveis elevados de taninos, flavonoides e alcaloides
presentes no extrato.

Imafidon e Amaechina (2010) também utilizaram extrato aquoso dessa
semente em sua pesquisa, entretanto com a finalidade de investigar os efeitos na
pressdo sanguinea de ratos induzidos a hipertenséo por solucéo de cloreto de sédio.
Observaram reducao da pressdo sanguinea, bem como colesterol total e fragdes, no
grupo experimental que fez uso da maior concentracdo do extrato via gavagem,
sendo conclusiva a associacdo desses beneficios a dose utilizada.

Houve similarmente investigacdo dos efeitos do caro¢o do abacate na forma
de farinha seca em estufa, mas com a finalidade hipolipidémica em camundongos
hipercolesterolémicos induzidos por dieta hiperlipidica. A administracéo da farinha foi
realizada via gavagem, por diluicdo em agua destilada, na quantidade de 125 mg/kg,
250 mg/kg e 500 mg/kg, e como resultado descobriram reducdo significativa dos
niveis de colesterol total e LDL-c, apds 6 dias de administracdo da farinha (RAMOS
et al., 2012).

2.3 Obesidade

2.3.1 Etiologia, definicdo, classificacdo e riscos

A obesidade € definida como uma condicdo de acumulo excessivo de gordura
corporal que pode desencadear danos a saude do individuo. Classificada como uma
doenca crbnica ndo transmissivel, de causa multifatorial, pode ser caracterizada
principalmente pelo desequilibrio entre ingestdo caldrica e gasto energético. De
maneira exemplificada, o individuo realiza o grande consumo e de forma continua,
alimentos de grande aporte caldrico, e somando-se a isso, tem-se 0 comportamento
de habitos sedentarios. Devem-se considerar também, para a etiologia desta
doenca, desequilibrios hormonais e caracteristicas genéticas (WHO, 2008).

Para o diagnostico de excesso de peso (sobrepeso e obesidade), comumente

é utilizado o método de indice de Massa Corporal (IMC), por ser simples e préatico. O
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peso do individuo é dividido pela sua altura em metros ao quadrado (Kg/m?), e a
partir desse resultado é classificado seu estado nutricional (Tabela 1) e o possivel

risco para desenvolvimento de doencas e comorbidades associadas (ABESO, 2016).

Tabela 1 — Classificacdo do IMC para adultos.

IMC (kg/m?) Classificacao
<18,5 Magro ou Baixo Peso
18,5-24,9 Normal ou Eutrofico
25-29,9 Sobrepeso ou Pré-Obeso
30-34,9 Obesidade Grau 1
35-39,9 Obesidade Grau 2
>40 Obesidade Grau 3

Fonte: ABESO, 2016.

Este € um excelente método indicador para estimar a prevaléncia de
obesidade em populacdes, todavia ndo se consegue diferenciar massa muscular de
gordura corporal, sendo a adocdo de outros métodos antropométricos, como
afericdo de circunferéncias e dobras cutaneas, essenciais para uma classificacéo e
um diagndstico mais precisos, uma vez que aspectos como sexo, idade e niveis de
atividade fisica também devem ser considerados (ABESO, 2016).

Um dos fatores pelos quais o quadro de excesso de peso merece atengao
quanto a sua gravidade, se da pelo fato de quanto maior o acumulo de tecido
adiposo, principalmente visceral, maiores sdo os riscos para o desenvolvimento de
doencas cronicas nao transmissiveis (DCNT) como doenca cardiovascular,
hipertensédo, cancer, dislipidemia, resisténcia a insulina, diabetes mellitus tipo 2,

complicacbes hepaticas, sindrome metabdlica, entre outras (WHO, 2017).

2.3.2 Epidemiologia

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) ja considera a obesidade como um
dos maiores problemas de saude publica no mundo, tendo sua prevaléncia mundial
quase triplicada entre 1975 a 2016. Mundialmente, mais de 1,9 bilhdo de adultos

maiores de 18 anos tinham excesso de peso em 2016, destes, mais de 650 milhdes
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eram obesos. No geral, cerca de 13% da populacdo adulta mundial (11% dos
homens e 15% das mulheres) eram obesas (WHO, 2017).

Ainda no quadro mundial, percebe-se o aumento da ocorréncia de sobrepeso
e obesidade em paises em desenvolvimento, como nas regiées da América Latina,
Africa e Asia, decorrentes do crescimento do nimero de indistrias alimenticias
fornecedoras de alimentos de baixo teor nutricional e alto valor calérico. Somente
em paises como Gana, Tongo e Etiopia, houve o crescimento de 500% no namero
de pessoas em excesso de peso (GETTLEMAN, 2018). Ja no Brasil, na década de
1970, o pais apresentava altas taxas de desnutricdo e vivenciou uma rapida
transicdo epidemiolégica. Em 2008, exibiu a metade da populagdo adulta com
excesso de peso, sendo uma em cada cinco pessoas adultas com sobrepeso ou
obesidade, tendo um aumento de 7,1% em uma década (BRASIL, 2013).

As comorbidades consequentes ao excesso de tecido adiposo, principalmente
associadas as doencas cardiovasculares, sdo responsaveis por um grande ndmero
de morbimortalidades, sendo 68% de mortes decorrentes dos agravos de DCNT
(WHO, 2017). Tais doencas geram um grande custo econdmico a saude publica,
além de serem responsaveis por um elevado niumero de mortes prematuras. Entre
as DCNT, as mais frequentes causas de 6bito sdo: doencas cardiovasculares
(30,4%), neoplasias (16,4%), doencas respiratorias (6%) e o diabetes (5,3%). Em
conjunto, essas quatro doencas representaram 79,8% das mortes por DCNT no
Brasil em 2011 (MALTA et al., 2014).

Numeros da obesidade da Pesquisa Nacional de Saude (PNS) 2019,
realizado pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), apontaram a
prevaléncia desta doenca em 26,8%, entre brasileiros com 20 anos ou mais,
totalizando cerca de 42 milhdes de individuos, e um aumento de 18,4% de
prevaléncia de excesso de peso na populacdo adulta em um periodo de 16 anos,
entre 2003 a 2019.

2.3.3 Tecido adiposo e inflamacdo

Diante desses fatos alarmantes, € necessario que se entenda o0 que ocorre com
tecido adiposo quando exposto a estas condi¢gbes. O tecido adiposo € um tipo de

tecido conjuntivo formado por trés diferentes tipos de adipdcitos: o marrom, o branco
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e 0 bege, que exercem distintas fungBes. Até pouco tempo atrds esse tecido era
considerado como tendo a funcdo de armazenamento de gordura, porém, com 0S
inimeros estudos acerca deste tema e apds a descoberta da leptina, o tecido
adiposo passou a ser definitivamente reconhecido como érgédo endocrino que possui
funcBes como secretor de vérias substancias (BERG; COMBS; SCHERER, 2002;
QUEIROZ et al., 2009).

Fisiologicamente, existem dois tipos de tecido adiposo, o branco e o marrom.
O tecido adiposo branco (TAB) € responsavel pelo armazenamento de lipidios na
forma de triacilglicerdis e é distribuido em tecido adiposo subcutaneo e visceral,
sendo esse Ultimo, responséavel pela liberacdo de adipocinas pré-inflamatorias, que
estdo diretamente relacionadas a patogénese de doencas cardiovasculares e
demais doencas crénicas ndo transmissiveis. Ja o tecido adiposo marrom (TAM) tem
sua funcdo exercida somente nos primeiros meses de vida de um adipdcito, e €
responsavel por regular a temperatura corporal através da energia liberada durante
a oxidacdo de acidos graxos captada pelas mitocondrias (OTTAVIANI; MALAGOLLI;
FRANCESCHI, 2011).

Entretanto, um novo tipo de tecido adiposo foi descoberto e tem sido alvo de
muitos estudos, pois hd um possivel potencial de sua atividade no combate a
obesidade. Denominado de tecido adiposo bege, ou também conhecido como tecido
adiposo brite, ele age apresentando caracteristicas intermediarias ao TAB
(armazenamento de gordura) e TAM (producéo de calor induzida por UCP-1). Esse
tecido apresenta uma funcéo termogénica, assim como o TAM, e pode surgir em
depdsitos de TAB (Figura 3). Esta possibilidade do TAB tornar-se um tecido adiposo
bege chama-se browning, um processo onde assume algumas funcdes e
caracteristicas de TAM, regulado por moléculas como UCP1l e PGC-1a. Essa
inducdo do aumento de adipdcitos termogénicos pode favorecer a perda de peso
através da melhora da sensibilidade a insulina e aumento da lipdlise com

consequente oxidacao de acidos graxos livres (BONFANTE et al., 2015).
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Figura 3 — Diferenca entre os tipos existentes de tecido adiposo e suas respectivas funcdes. Fonte:
Magdalon e Festuccia, 2017.

O tecido adiposo apresenta fun¢bes conhecidas h4 muito tempo, mas isso
mudou no ano de 1994 com a descoberta da leptina (considerada uma adipocina),
gue transformou a maneira como é encarada a obesidade. As adipocinas, um grupo
de peptideos que déo ao tecido adiposo a caracteristica de um 6rgdo enddcrino,
influenciam no funcionamento de diversos outros 6rgdos e em resumo, sao citocinas
produzidas pelo proprio tecido. Além do papel delas nas doencas metabdlicas, a
descoberta dessas adipocinas ajudou a explicar melhor o funcionamento desse
tecido (BERG; COMBS; SCHERER, 2002; QUEIROZ et al., 2009).

Apés a ingestdo de alimentos, o organismo tem a secrecdo de leptina
aumentada e seu efeito principal é indicar a saciedade (QUEIROZ et al., 2009).
Quando se tem balanco energético positivo prolongado, ou seja, quando o individuo
realiza o consumo de energia maior do que seu dispéndio calorico por muitos dias
consecutivos, as adipocinas entram em acdo para tentar reestabelecer a
homeostase. Para isso, geram a sensacdo de saciedade, para reduzir a ingestao
calorica e estimular algum gasto energético por meio da termogénese, alterando
também o metabolismo de glicidios e lipideos, estimulando o organismo a acomodar
e estocar toda essa energia excedente. Quando esses mecanismos ndo sao
capazes de retornar a homeostase, o corpo entra em condicdo de desequilibrio,
podendo instaurar-se a obesidade (SANTOS; TORRENT, 2010).

Uma das consequéncias do aumento exacerbado de depdsito de gordura
corporal é o nivel e quantidade desregulada de adipocinas liberadas na corrente
sanguinea. As mesmas sdo secretadas por células do tecido adiposo e possuem
acdo também em outros 6rgdos (Figura 4) (SHOELSON; LEE; GOLDFINE, 2006).
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Os efeitos isolados de cada uma das citocinas ainda ndo séo muito claros, nem as
vias intracelulares por quais elas agem. Isso se deve ao fato das diversas interacdes
entre elas que se comportam por vezes dificultando a a¢cdo de outra citocina, porém
podem também atuar em conjunto gerando uma resposta inflamatéria ainda mais

forte quando comparado a acao delas de maneira isolada (SHEHZAD et al., 2012).
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Figura 4 — Tecido adiposo e os diferentes tipos de adipocinas existentes. Fonte: Smitka e Maresova,
2015.

2.3.4 Complicacdes associadas a obesidade

No século passado, o acometimento por doencas infecciosas era a principal
causa de morte em toda populacdo mundial. Com a melhoria socioecon6mica, as
doencas crbnicas ndo transmissiveis se tornaram as principais causas de
morbimortalidade em paises desenvolvidos e em desenvolvimento nas ultimas
décadas (BRASIL, 2013), destacando-se as alteracbes no sistema cardiovascular,
hepatico e metabolismo de glicidios, como também problemas renais e canceres
(ALWAN, 2010).

A resisténcia a insulina é considerada um disturbio metabdlico, que tem
como consequéncia a diminuicdo da capacidade de acao fisioldégica desse hormonio
nos tecidos alvos (CASTRO et al., 2013). Essa resisténcia estd diretamente
associada ao excesso de tecido adiposo visceral que promovera sinalizacdes pro-

inflamatorias e que consequentemente prejudicardo a entrada de glicose no interior
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da célula, causando um recorrente quadro de hiperglicemia, sendo fator importante
para o desenvolvimento de DM2 (NASRI et al., 2015).

DM2 ou diabetes tardia € um distarbio metabdlico caracterizado pelo elevado
nivel de glicose no sangue no ambito da resisténcia a insulina e pela insuficiéncia
relativa da producéo de insulina, causadas pelo excesso de peso proveniente de
fatores genéticos e ambientais, como maus habitos alimentares em conjunto a um
comportamento sedentario (PEREIRA; FRANCISCHI; JUNIOR, 2003).

Embora a resisténcia a insulina e DM2 estejam intimamente ligados, o
aparecimento dessas intercorréncias metabdlicas por si sé ja sdo fatores para o
surgimento de outras complicagbes, como as cardiovasculares, nefropatias,
neoplasias, retinopatias e neuropatias (NASRI et al., 2015).

Dentre as manifestaces de alteracbes cardiovasculares, pode-se citar
algumas principais como a hipertensdo arterial sistémica (HAS), acidente vascular
encefalico (AVE), infarto agudo do miocéardio (IAM), insuficiéncia cardiaca (IC)
(DASKALOPOULOU et al., 2016). A maior incidéncia estd na associacdo entre
obesidade e dislipidemias, causada pela inflamacéo gerada pelo excesso de tecido
adiposo, que contribui para a diminuicdo da producdo de HDL-colesterol e
consequente elevacdo de LDL-colesterol, que ligado ao também aumento de VLDL-
colesterol, propicia uma maior deposicdo de placas de gordura nas paredes dos
vasos, comprometendo o fluxo adequado de sangue para 0 corpo e Orgaos
(FRANSSEN et al., 2011).

A doenca hepatica gordurosa ndo alcoodlica (DHGNA) é outra consequéncia
acarretada pelo excesso de peso e € a principal causa de morbimortalidades
relacionadas as doencas do figado. Sua etiologia € multifatorial, sendo a causa
principal advinda da resisténcia a insulina causada por acumulo de gordura visceral
e ma alimentagdo, que causam mudangcas no metabolismo energético,
principalmente glicidico e lipidico, fazendo com que haja acumulo anormal de
gordura neste 6rgdo (COELHO; PERES; LEITE, 2015).

E caracterizada pelo deposito excessivo de lipideos no citoplasma dos
hepatocitos, devido ao desequilibrio entre a sintese e a oxidagc&o dos triglicerideos,
em individuos que ndo consomem alcool em excesso. A morfologia e o tamanho das
vesiculas, classificadas como macro ou microvacuolar a depender da quantidade de
depdsito de triglicerideos, caracterizam o acumulo de gordura como um processo

agudo ou crénico. A hiperinsulinemia proveniente da resisténcia a insulina auxilia no
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desenvolvimento da doenca devido ao aumento da lipogénese hepética e constante
elevacdo do fluxo de &cidos graxos livres nas células hepaticas, decorrentes do
aumento da lipdlise no tecido adiposo (CARVALHEIRA; SAAD, 2006).

2.3.5 Tratamento da obesidade

Por ser uma doenca de causas e consequéncias multiplas, sabe-se a
importancia de um tratamento precoce e acima de tudo, multiprofissional. Mudancas
como inicio de uma prética de atividade fisica continua, alteracdes na alimentacéo e
estilo de vida se tornam essenciais para o éxito na perda de peso, se tratando muito
mais de qualidade de vida a curto e longo prazo que estética (OLIVEIRA; VENCIO,
2016).

Equipes multidisciplinares compostas por psicologos, profissionais de
educacdo fisica, nutricionistas e médicos, psiquiatras e endécrinos tornam-se
indispensaveis, uma vez que a obesidade é de etiologia diversa, doenca crénica que
a longo prazo pode acarretar outras alteracbes como as ja citadas. Além das
mudancas de comportamentos alimentares e o abandono as rotinas sedentarias, o
uso de farmacos pode ser encarado como mais uma assisténcia a reversao do
quadro de obesidade (ABESO, 2016).

Tem-se em mente a certeza que o caminho percorrido pelo individuo que
busca a perda de peso é longo, requer paciéncia e persisténcia. Com isso, 0s
farmacos adjuvantes no tratamento sdo indicados somente a um grupo restrito de
pacientes como os que possuem IMC maior ou igual a 27 kg/m2 com a presenca de
comorbidades, ou maior ou igual a IMC 30 kg/m2, ou aqueles que ja recorreram a
todos os tratamentos e métodos existentes e ndo obtiveram éxito (ABESO, 2016).

Além desses farmacos que podem atuar tanto na diminui¢cdo de absorcéao de
alguns macronutrientes pela barreira intestinal, quanto agindo diretamente no
sistema nervoso central através do controle da secrecdo de alguns horménios
repercutindo assim na diminuicdo do apetite e aumento da saciedade, ha também
farmacos que tornam-se essenciais quando visto pela otica dos individuos que séo
acometidos pelas comorbidades causadas pelo excesso de peso, como
medicamentos de controle da pressao arterial, bem como aqueles que regulam os

niveis de glicose no sangue e secrecdo pancreatica de insulina (ABESO, 2016).
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Sabendo que para a reversdao do quadro de obesidade deve-se haver um
ambiente de déficit caldrico, onde o individuo realizara a ingestdo de menos calorias
gue seu corpo precisa e passara a praticar atividades fisicas que fardo com que seu
organismo passe a aumentar seu gasto calorico tanto em movimento como em
repouso, ha também, além dos farmacos, outras estratégias que podem ser usadas
como adjuvantes nesse tratamento tdo complexo, como é o caso do uso das plantas

medicinais mais conhecidas como nutracéuticos (BRASIL, 2012).

2.4. Nutracéuticos

Componentes bioativos extraidos de alimentos e plantas, provenientes da
juncdo entre nutricdo e farmacia, comumente utilizados como alternativa
complementar no tratamento de doencgas e comorbidades (HUNGENHOLTZ; SMID,
2002). Também conhecidos como plantas medicinais, seu uso é datado desde os
primordios da humanidade, uma vez que sem o conhecimento de tecnologias, o uso
de extratos, tinturas, infusdes e 6leos adquiridos de animais, plantas e minerais se
tornara a Unica alternativa farmacoldgica a época (KUMAR; KARTHIK; RAO, 2011).

Mesmo com o passar dos séculos, 0os avan¢cos em tecnologia farmacéutica, a
chegada e acesso a remédios sintéticos, a utilizacdo de nutracéuticos como
adjuvante ou mesmo cuidado primario em tratamentos tem se mantido e seu uso
conserva-se tradicional e o principal em paises do continente Africano, india e China
(LIMA et al., 2017), visto que os fitoquimicos presentes nesses compostos bioativos
atuam como poderosos anti-inflamatérios, tanto em doencas agudas como em
crbnicas ndo transmissiveis, como a obesidade (LIMA et al., 2016).

Ja em regibes como o Brasil, mesmo possuindo um dos territérios mais
vastos em biodiversidade como Amazodnia, Pantanal e Cerrado, menos de 1% da
populacdo é detentora dos conhecimentos e praticas associadas a aplicabilidade de
plantas medicinais (BRASIL, 2012). A diversidade contribui também financeiramente
para a populacdo local, e mesmo sendo de facil acesso e baixo custo, muitas
plantas e frutos ainda mantém-se desconhecidos, sendo necessarios mais estudos
sobre suas composicdes e beneficios (LIMA et al., 2017), como mecanismo de acéo,

padronizacdo de dose e determinacdo de toxicidade, uma vez que a utilizacdo de
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nutracéuticos se faz muito presente no ramo da pesquisa, principalmente como
precursor na elaboracao de novos farmacos (PIRES, 2014).

O aumento da demanda social por produtos que contribuam para a qualidade
de vida, provenientes especialmente de fontes naturais, tem impulsionado pesquisas
na busca de novas tecnologias que promovam a saude do consumidor e, a0 mesmo
tempo, a diminuicdo de perdas econdmicas e do impacto de residuos da atividade
industrial ao meio ambiente (MELO; ANDRADE, 2010). Neste sentido, pesquisas por
novas substancias naturais bioativas tém aumentado significativamente nos altimos
anos (WENG; WANG, 2000; JAYAPRAKASSHA; PATIL, 2007). Além disto,
informagdes nutricionais de partes ndo convencionais de alimentos sdo escassas e
podem possuir um papel importante dentro do contexto de alimentacdo saudavel
(PINTO et al., 2000).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos da farinha liofiizada da semente do abacate (Persea

americana) em camundongos alimentados com dieta hiperlipidica.

3.2 Objetivos especificos

eElaborar a farinha liofilizada a partir das sementes do abacate (Persea
americana) da variedade Fuerte;

e Analisar a composicdo centesimal da farinha liofilizada de semente de
abacate da variedade Fuerte;

eDeterminar os teores de fendlicos totais, bem como a capacidade
antioxidante, carotenoides e acido ascoérbico da farinha liofilizada de semente
de abacate da variedade Fuerte;

e Avaliar nos animais que receberam ou ndo a farinha das sementes do
abacate, a ingestdo alimentar, o consumo calérico total, e as alteracfes na
composicdo corporea (ganho de peso corporal, peso dos coxins e diametro
dos adipécitos).

e Analisar nos animais em estudo, as alteracbes metabdlicas no soro, como o
perfil lipidico (triglicérides e colesterol total e fracfes), perfil glicémico
(glicemia de jejum, teste de tolerancia a glicose e teste de sensibilidade a
insulina).

e Realizar andlise histolégica do figado e pancreas dos animais.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Protocolo experimental

4.1.1 Parametros éticos

A pesquisa desenvolvida corresponde a um estudo experimental em modelo
de obesidade e foi realizada na Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Alimentos e
Nutricdo (FACFAN) e na sala de experimentacdo do Biotério Central da
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS), na cidade de Campo Grande
— MS. Antes da realizacao de todos os procedimentos, o projeto foi encaminhado ao
Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFMS e aprovado de acordo com o
Protocolo n° 1.090/2019 (ANEXO A) e somente apds a aprovacao, 0s experimentos

com 0s animais foram iniciados.

4.1.2 Coleta das sementes e preparo da farinha liofilizada

A planta foi cadastrada no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimonio
Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen) por meio do nimero
ADOF222. As sementes do abacate (Persea americana) foram coletadas na cidade
de Campo Grande - Mato Grosso do Sul, a partir de frutos maduros (estagio 5) da
espécie Fuerte e foram selecionadas as que estavam integras. Para a obtencao da
farinha liofilizada, as amostras foram lavadas com sabdo neutro em agua corrente,
sanitizadas em agua clorada a 200 ppm por 20 minutos, cortada em pedagos
menores, raladas cruas em ralador convencional e secas em liofilizador Liobras
(Lp1010)®. As sementes ja raladas e desidratadas foram trituradas em moinho
multiuso SL-35® e apls, peneiradas em peneira de malha de 1mm. A farinha
liofilizada obtida (Figura 5) foi armazenada em temperatura a -18°C, para posterior
utilizacao (Adaptado RAMOS et al., 2012).
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Figura 5 — (A) Semente de abacate da variedade Fuerte ralada. (B) Semente da variedade Fuerte
apos liofilizada. (C) Farinha liofilizada da semente de abacate da variedade Fuerte. Fonte: A autora.

4.1.3 Andalise da composicao da farinha liofilizada

Foram feitas inicialmente, analises quantitativas de umidade, por secagem
direta em estufa; cinzas, por residuo por incineracdo; carboidratos, por diferenca;
fracbes sollveis e insollveis por método enzimatico-gravimétrico (INSTITUTO
ADOLFO LUTZ, 2008). Proteinas por Micro-Kjeldahl (981.10) (AOAC, 2000); lipideos
totais, por extracdo em aparelho de Soxhlet (920.39) (AOAC, 2000); composicao de
acidos graxos por cromatografia gas-liquida ; acido ascérbico (967.21) por AOAC
(1995). O teor total de fendis das amostras foi determinado pelo método Folin-
Ciocalteau como descrito por George et al. (2005). Ja a capacidade antioxidante em
sequestrar radicais livres foi avaliada por meio de DPPH (2,2-difenil-1-picril hidrazil)
conforme Roesler et al. (2007) e Melo et al. (2006), e carotenoides por Rodriguez-
Amaya (2004).

4.1.4 Composicao das dietas
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Neste estudo, foram utilizados trés tipos de dietas do tipo controle para
camundongos adultos: a dieta padrdo formulada segundo o American Institute of
Nutrition (AIN93-M) (REEVES; NIELSEN; FAHEY, 1993), dieta Nuvilab por Nuvital
Nutrientes S/A® e a dieta hiperlipidica. A dieta hiperlipidica foi elaborada baseada na
dieta padrdo AIN93-M e acrescida de banha como substituto de parte do amido e
0leo de soja, com o objetivo de aumentar o valor cal6rico da racdo e promover o
ganho de peso corporal, assim como, as alteracdes metabdlicas nos animais. Ja os
grupos experimentais foram divididos em trés (Tabela 2) e elaborados com
diferentes concentracdes de adicdo da farinha da semente de abacate (0,5%, 1% e
2%), todas formuladas tendo como base a dieta hiperlipidica (Adaptado RAMOS et
al., 2012).
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Tabela 2 — Comparacao da composicéo das diferentes formulacdes de racdo dos grupos controle e experimental, em gramas por quilo de
racao.

Tipos de racdes

Composicao AIN93M Nuvilab*** High Fat FO,5 F1 F2
Amido de milho 465,69 676 116 114,07 112,14 108,28
Caseina comercial 140,00 230,00 200,00 199,78 199,57 199,14
Sacarose 100,00 - 100,00 99,91 99,82 99,64
Celulose 50,00 - 50,00 49,07 48,13 46,26
Maltodextrina 155,00 - 132,00 132,00 132,00 132,00
Oleo de soja 40,00 50,00 40,00 39,86 39,72 39,44
Banha - - 312,00 312,00 312,00 312,00

Mix mineral* 35,00 40,00 35,00 35,00 35,00 35,00

Mix vitaminico** 10,00 4,00 10,00 10,00 10,00 10,00

L-cistina 1,80 - 3,00 3,00 3,00 3,00

Bitartatarato de colina 2.50 - 2,50 2,50 2,50 2,50
Tertbutilhidrogquinona 0,008 - 0,008 0,008 0,008 0,008
Farinha liofilizada - - - 5,00 10,00 20,00

Caloria Total (kcal/100g) 380 339 536 537 539 542

*Vitaminas e **Minerais presentes no mix estdo de acordo com a AIN93M. *** Informacéao nutricional retirada do rétulo da embalagem da rac@o. Legenda: High fat para
grupo controle hiperlipidico, F0,5 para experimental hiperlipidico acrescido de 0,5% de farinha liofilizada, F1 para experimental hiperlipidico acrescido de 1% de farinha
liofilizada e F2 para experimental hiperlipidico acrescido de 2% de farinha liofilizada.
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4.1.5 Delineamento experimental

Camundongos Swiss machos com 8 semanas de vida foram utilizados para o
estudo por um periodo total de 13 semanas (90 dias). Os animais foram divididos em
6 grupos homogéneos segundo o peso, sendo 6 grupos compostos por 15 animais e
um grupo composto por 14 animais. Antes do inicio dos experimentos, 0s animais
permaneceram em periodo de adaptacdo ao ambiente de ensaio por 5 dias. A
temperatura do ambiente foi conservada proxima a 22°C+2, com ciclo claro-escuro
de 12h.

Os grupos foram divididos da seguinte forma: dieta AIN-93M, dieta Nuvilab e
dieta hiperlipidica como grupos controle, e dieta hiperlipidica e farinha de semente
do abacate na concentracdo de 0,5%, dieta hiperlipidica e farinha da semente do
abacate na concentracdo de 1% e dieta hiperlipidica e farinha da semente do
abacate na concentracdo de 2% como grupos experimentais (Adaptado RAMOS et
al., 2012).

Quando as treze semanas de tratamento foram completadas, os animais
passaram por jejum de 08 horas e, entdo foram submetidos a eutanasia por meio da
administracdo de dose letal de isoflurano, seguido de exsanguinacao pela veia cava
inferior. O sangue obtido foi centrifugado, colocados em eppendorf e armazenados
em freezer a -20°C. O soro posteriormente foi encaminhado para analises
bioquimicas. Parte dos tecidos foi armazenado em formol e posteriormente
encaminhado para analises histologicas. Os animais foram descartados em local
adequado de acordo com a orientacao e supervisdo dos técnicos responsaveis pelo
Biotério Central da UFMS.

4.2 Métodos analiticos

4.2.1 Controle do peso corporal

Os camundongos foram pesados 2 vezes por semana em balanca digital

(Luxor®), com precisdo de 1g, para avaliacdo do ganho de peso.
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4.2.2 Controle da ingestao alimentar

O controle da ingestdo da dieta foi monitorado semanalmente em balanca
digital (Luxor®), com precisao de 1g.

Coeficiente de eficacia alimentar (CEA), com a finalidade de determinar quanto
um grama de racao ingerida promove em aumento de peso corporal, obedecendo a
seguinte equacao (1):

CEA= (PF - PDITA Q)

Onde, PF é peso corporal final em gramas, Pl equivale ao peso corporal inicial
em gramas e TA representa quantidade total de alimento ingerido em gramas
(NERY et al., 2011; SALERNO, 2014).

O célculo do coeficiente de ganho de peso por consumo calérico (CGPCC) foi
realizado com o objetivo de analisar a capacidade do animal em converter energia
alimentar consumida em peso corporal, obedecendo a seguinte equacéo (2):

CGPCC= (PF — Pl)/caloria ingerida (2)

Onde, PF representa o peso corporal final em gramas, Pl equivale ao peso
corporal inicial em gramas e caloria ingerida é o valor cal6rico da dieta ingerida
(NERY et al., 2011; SALERNO, 2014).

4.2.3 Avaliacdo da gordura corporal

ApoOs a eutandsia, os sitios de gordura omental, epididimal, retroperitoneal,
perirrenal e mesentérico de cada animal foram totalmente removidos e pesados em
balanca analitica (Bel®), com precisao de 0,01g, para posterior comparacao entre 0s
grupos. Todos os valores de peso dos tecidos foram expressos em gramas. O indice
de adiposidade foi calculado com a soma de todos os coxins de tecido adiposo
visceral branco, dividido pelo peso corporal final de cada animal x 100 e o resultado

foi expresso em percentual de adiposidade (WHITE et al., 2016).

4.2.4 Histologia dos tecidos

Apos a coleta e pesagem dos tecidos no momento da eutanasia, o tecido

epididimal, figado e pancreas foram banhados em solucéo formalina a 10% e em
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seguida, fragmentos dos tecidos foram mantidas em a&lcool 70% até o
processamento histoldgico. Apos a fixagdo, os fragmentos foram desidratados em
baterias de alcool e xilol, inseridos em parafina, cortados em microtomo com
espessura de 5 ym cada e por fim corados com hematoxilina-eosina e, apés esse
processo os tecidos foram analisados (TEIXEIRA et al., 2006; MORAES, 2013).

Para a analise do tecido adiposo epididimal, foi mensurada a é&rea dos
adipdcitos integros. Inicialmente foi feito a captura das imagens utilizando o sistema
de camera digital LEICA DFC 495 (Leica Microsystems, Wetzlar, Germany),
integrado ao microscopio LEICA DM 5500B (Leica Microsystems, Wetzlar,
Germany), com aumento de 20x. As imagens capturadas foram analisadas com
auxilio do software LEICA Application Suite verséo 4.0 (Leica Microsystems, Wetzlar,
Germany), que determinou a area de cada adipdcito e posteriormente foi calculada a
média da area de 100 adipdcitos de cada amostra (PEREIRA et al., 2012).

As andlises histolégicas do figado e do pancreas foram realizadas por um
patologista com experiéncia, as cegas, que para a classificacdo do grau de
esteatose utilizou-se um sistema de escores de Kleiner et al. (2005), onde foi
avaliado o grau de esteatose (<5%, 5 a 33%, 34 a 66% e >66%), esteatose
microvesicular (ausente ou presente), inflamacao lobular (ausente, <1 foco/campo,
2-4 focos/campo ou >4 focos/campo), balonizacdo (ausente, poucas células ou
muitas células), hialino de Mallory (ausente ou presente), nucleo glicogenado

(nenhum/raros ou alguns) e apoptose (ausente ou presente).

4.2.5 Andlises séricas

4.2.5.1 Perfil glicémico

O teste de tolerancia oral a glicose foi determinado ao final do experimento
com os respectivos tratamentos (5 dias antes da eutanasia). Para a realizacdo do
teste, os animais foram submetidos ao estado de jejum por 8 horas, e ap0s esse
periodo foi verificada a glicemia de jejum via caudal (tempo 0), com o uso de um
glicosimetro da marca G-Tech®. Em seguida, foi administrada uma solucédo de D-

Glicose na concentracdo de 2g/Kg de peso corporal por gavagem (via oral), sendo
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que a partir desse momento a glicemia foi verificada aos 15, 30, 60 e 120 minutos
apos a administracdo da glicose conforme o protocolo de Santos et al. (2008).

O teste de sensibilidade a insulina foi também determinado ao final do
experimento (3 dias antes da eutanasia), e para a realizacao deste teste, os animais
permaneceram em estado alimentado e assim foi verificada a glicemia (tempo 0)
com o auxilio do glicosimetro G-Tech® e, em seguida foi aplicado
intraperitonealmente 0,75 U/Kg de insulina (Novorapid®), e a partir desse momento
a glicemia foi verificada nos tempos 15, 30 e 60 minutos, conforme o protocolo de
Santos et al. (2008).

A &rea sob a curva (AUC) foi calculada para cada animal, e a média calculada
por cada grupo, tanto para o teste de tolerancia oral a glicose quanto para o teste de
sensibilidade a insulina (SANTOS et al., 2008).

As concentracdes plasméticas de glicose foram dosadas ao final do
experimento utilizando kit enzimatico Labtest®. A analise foi realizada em microplaca
de 96 pocos em que foram inseridos 2l de soro em duplicada e acrescidos 200ul do
reagente com auxilio de micropipeta. Apos incubacdo de 10 minutos a 37°C, foi
realizada a leitura da absorbancia a 505 nm, realizada em leitor de placa de ELISA.
Para realizar o calculo da concentracdo de glicose (mg/dl) foi aplicada a seguinte
formula: (Média da absorbancia da amostra/Média da absorbancia do padrdo) x 100.

4.2.5.2 Perfil lipidico

As concentracfes plasmaticas dos triglicerideos, colesterol total, colesterol-
HDL e colesterol ndo-HDL foram determinados ap6s o término do experimento
utilizando kit enzimatico Labtest Diagnostica®, Brasil. A concentracdo de
triglicerideos (TG) séricos foi avaliada conforme o método enzimatico colorimétrico
(FOSSATI; PRINCIPE, 1982), e os niveis de colesterol total foram mensurados de
acordo com o método colesterol oxidase (ALLAIN et al., 1974). As concentragbes de
HDL-c no soro foram obtidas através do kit enzimatico LabTest Diagndstica®, Brasil,
de forma que seu principio foi baseado na precipitagcao seletiva e quantitativa de LDL
e de VLDL por meio do acido fosfotungstico e cloreto de magnésio. Apds a
centrifugacdo (12000 rpm, por 4 minutos), o colesterol ligado as HDL-c foi

determinado no sobrenadante. Os niveis de triglicerideos, colesterol total, HDL-c e
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nao-HDL-c foram obtidos por meio de ensaio em microplaca de 96 pocos, conforme
Fazio et al. (1997). Posteriormente, a leitura da absorbancia foi realizada em leitor
de microplaca (Thermo Plate). A concentracdo final foi determinada mediante
obtencdo da curva dos padrbes e sua equacdo, e a relacdo desta com a
absorbancia das amostras e as diluicdes utilizadas. Para o célculo dos niveis de
colesterol HDL, foi realizada a determinacdo do fator de calibracdo utilizando a
seguinte equacao (3):
F (Fator de calibracdo) = 40/ média da absorbancia do padrao (3)
Colesterol HDL (mg/dL) = absorbéancia da amostra x fator de calibracao (3)
As concentragdes plasmaticas de colesterol VLDL e LDL (mg/dl) foram
calculadas mediante as seguintes formulas (4):
Colesterol VLDL = Triglicerideos/ 5 4)
Colesterol LDL = Colesterol total — (HDL + VLDL) (4)
A determinacdo do indice aterogénico foi realizada a partir do calculo da
raz&o entre o colesterol total e o colesterol-HDL (FLORENCE et al., 2014).

4.3 Andlise estatistica

Os resultados foram expressos em média + desvio padrdo. Para resultados
paramétricos foi utilizado ANOVA seguido de pOs-teste de Tukey, e para resultados
nao paramétricos Kruskal-Wallis seguido de pos-teste de Dunns/Fischer LSD.
Utilizou-se o sofware SigmaStat versdo 3.5. O teste do qui-quadrado foi utilizado
para avaliacdo da associacdo nas andlises histolégicas, seguido da correcdo de
Bonferroni, por meio do programa estatistico Bioestat 5.0. Os valores de p<0,05

foram considerados estatisticamente significativos.
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5 RESULTADOS

5.1 Caracterizacdo da fisico-quimica

A avaliacao fisico-quimica de umidade, cinzas, fibras e macronutrientes foram
realizadas na semente do abacate (Persea americana) da variedade Fuerte, em
duas distintas formas, na semente in natura e em forma de farinha liofilizada (Tabela
3), e resultados para comparagcdo a partir da conversao dos resultados de base
Umida para base seca. Apesar dos niveis baixos de lipideos encontrados na
semente, foi realizada a caracterizacdo do perfil em acidos graxos, conforme Tabela
4. A atividade antioxidante foi avaliada pelos parametros de radical livre de DPPH
(mg/L™ de ICsp), fendis totais (mg de GAE 100g), acido ascérbico (mg/100g) e
carotenoides (ug/g) (Tabela 5).



Tabela 3 — Composicéo centesimal da semente de abacate in natura e da farinha

liofilizada obtida da semente de abacate.

Semente de abacate in natura Farinha liofilizada da semente de
Parametros abacate

BU BS BU BS p

Umidade 59,33+1,77 - 11,29+1,98 - -
Cinzas 0,96+0,6 2,36 2,03+1,49 2,29 0,24
Proteinas 1,62+1,25 3,98 4,39+0,53 4,95 0,36
Lipidios 1,05+0,49 2,58 2,77+1,21 3,12 0,07
Glicidios Totais* 31,35+1,18 77,09 60,82+1,23 68,56 <0,01
Fibras Totais 5,69+1,74 13,99 18,7+£1,20 21,08 <0,01
Solavel 1,44+0,51 3,54 5,27+0,81 5,94 <0,01
Insolavel 4,25+1,23 10,45 13,43+1,04 15,14 <0,01

Dados expressos em gramas por 100 gramas de amostra. Resultados apresentados em média + desvio padrdo para triplicata das amostras em
base umida. * Célculo por diferenca. Valores de p referentes a comparacdo dos resultados de base seca. Legenda: BU: base Umida; BS: base seca.
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Tabela 4 — Composicédo em acidos graxos do 6leo do caroco in natura e da farinha liofilizada do caroco de abacate.

mg/g de amostra

Acidos Graxos Semente in natura Farinha liofilizada
Acido Butirico (C4:0) 20,28 47,26
Acido Cis-Pentadecenoico (C15:1) 6,89 18,03
Acido Palmitico (C16:0) 83,42 204,45
Acido Palmitoleico (C16:1) 3,96 8,78
Acido Estearico (C18:0) 11,21 25,55
Acido Oleico (C18:1n9ct) 34,10 80,76
Acido Linoleico (C18:2n6ct) 11,93 27,85
Acido a-Linolénico (C18:3n3) 5,51 12,56
Acido Eicosanoico(C21:0) 5,18 7,83
Acido Eicosatrienoico(C20:3n3) 3,16 6,84
Acido Tetracosanoico(C24:0) 4,58 11,08
S Acidos Graxos Saturados 124,67 296,17
S Acido Graxos Insaturados 65,55 154,82

Dados expressos em miligramas por grama de amostra.

46



Tabela 5 — Composi¢céo dos compostos bioativos in natura e da farinha liofilizada do caroco de abacate.

Parametro Semente in natura  Farinha liofilizada p
DPPH (mg/L™de ICs) 170,76+15,61 373,02+17,2 <0,01
Fenois Totais (mg de GAE 100g9) 144,92+29,06 316,1+£29,09 <0,01
Acido Ascorbico (mg/100g) 10,16+1,9 22,19+2,02 <0,01
Carotendides (Mg/g) 5,42+0,48 11,76+0,61 <0,01

Dados expressos em IC50 para atividade antioxidante pelo método DPPH; equivalente de &cido galico em 100g de amostra para fendis
totais; miligramas por 100 gramas para acido ascorbico; micrograma por grama para carotendides. Resultados apresentados em média *
desvio padréo para triplicata das amostras. Realizado teste t student.
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5.2 Estudo Experimental

5.2.1 Efeito da adicdo da farinha liofilizada da semente de abacate no peso corporal

e ingestao alimentar

No inicio do periodo experimental, mais especificamente ao primeiro dia, ndo
havia diferenca significativa na comparacdo do peso corporal entre 0os grupos, ou
seja, todos os animais partiram de grupos semelhantes em relacdo a este
parametro. Ao final do terceiro més de oferta da dieta hipercalérica e respectivos
tratamentos com adicdo da farinha da semente do abacate, observou-se maior
meédia de ganho de peso pelos grupos que recebiam tal dieta em relacdo ao grupo
Nuvilab controle.

Por outro lado, apesar de existir ganho de peso, o grupo que recebeu a ragéo
hiperlipidica com adicdo de farinha a 1% manteve média ao final do tratamento de
55,139, e o grupo experimental de farinha a 2%, média de 56,29, ou seja, valores
mais proximos ao grupo de maior peso, mas sem apresentar diferenca estatistica
significante em relagéo aos grupos controles.

A diferenca estatistica passou a ser notada em outros grupos quando
analisado o ganho de peso, subtraindo o peso final do peso inicial de cada grupo.
Percebe-se que segundo esse parametro, o grupo F0,5% foi o que demonstrou
maior ganho de peso e apresentou diferenca estatistica (p<0,001) em relacdo a
ambos os grupos controle normocal6ricos (AIN93M e Nuvilab). Os demais grupos
High Fat, F1% e F2% apresentaram diferenca estatistica somente em comparacdo

ao controle Nuvilab (p<0,001). Dados expressos na Tabela 6.



Tabela 6 — Peso inicial, peso final, ganho de peso, ingestdo alimentar didria, semanal e mensal dos animais dos grupos controle e

experimental.

Grupos Experimentais

Parametros , .
Nuvilab AIN93M High Fat FO,5 F1 F2 p

Peso inicial (g) 39,447,13 39,1+4,89 38,643,45 39,33+2,74 39,443,88 38,8+2,88 0,99

Peso final (g)" 47,85%9,9 52,1%5,83 53,345,8 57,27+3,43* 55,13+7,05 56,2+4,63 0,012
Ganho de peso (g) 8,28+3,96 12,2+4,47 14,6+4,08* 17,93+4,51*% 15,6+5,94* 16,066,4*  <0,001
Ingestéo alimentar diaria® 5,82+0,65 4,70+0,39 3,68+0,42*% 3,93+0,45*% 3,70+0,31*%  3,91+0,20**  <0,001
Ingestdo alimentar semanal” 40,75+4,57% 32,95+2,72*  25,76+2,98*%  27,53+3,14*%% 25,95+2,14*%  27,39+1,39*%  <0,001
Ingest&o alimentar mensal” 163,0+18,3 131,8+10,9 103,0+11,9**  110,1+12,5** 103,8+8,5*%  109,645,6*%  <0,001
Consumo energético (kcal/dia) 19,73+1,10 17,86+0,98 19,72+1,12 21,10+1,21% 19,94+1,11 21,19+1,21%  <0,05
CEA 63,3+2,3 34,7+1,8 22,7+3,4* 19,7+2,9* 21,442,3* 21,942,7* <0,05

CGPCC 46,6+2,92 75,7+4,16 81,9+1,78* 94,443,15* 86,7+2,31* 84,1+1,89* <0,05

Peso inicial (g), peso final (g), ganho de peso (g), ingestdo alimentar diaria (g), semanal (g) e mensal (g) dos animais dos grupos controle e experimental com
adicao de farinha a 0,5%, 1% e 2%. Os valores representam a média + desvio padréo. *diferencga estatistica em relagdo ao grupo Nuvilab, &diferenga estatistica

em relaco ao grupo AIN93M. ANOVA on Ranks seguido de p6s test de Tukey, * Mediana pds test de Dunn’s.

5.2.2 Efeito da adicao da farinha liofilizada da semente de abacate no peso dos coxins
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A avaliacdo de peso hepatopancreatico e dos coxins de tecido omental, epididimal, retroperitoneal, perirrenal e mesentério
foram avaliados ao final do tratamento, coletados apds eutanasia (Tabela 7).



Tabela 7 — Efeito da adi¢do da farinha da semente do abacate em diferentes propor¢des sobre os coxins adiposos, peso do figado e

pancreas.

Grupos Experimentais

Parametros Nuvilab AIN93M High Fat FO0,5 F1 F2 p

Peso Omental (g) 0,038+0,021 0,077+0,040* 0,080+0,031*  0,071#0,036  0,076+0,039* 0,067+,026 0,011
Peso Epididimal (g)”* 1,52+0,69 1,57+0,55 1,70+0,43 2,18+0,53*" 1,97+0,47 1,91%0,52 0,009
Peso Retroperitoneal (g) 0,580+0,27 0,769+0,34 0,880+0,36 0,965+0,39 1,034+0,41* 1,011+0,33* 0,007
Peso Perirrenal (g) 0,218+0,16 0,285+0,23 0,328+0,21 0,436+0,25 0,351+0,189 0,306+0,24 0,132
Peso Mesentério (g) 0,730+0,43 1,203+0,39* 1,224+0,45* 1,323+0,49 1,324+0,43* 1,119+0,36 0,004
Peso Figado(g)” 1,730,37 2,17+0,40 2,42+0,60* 2,61+0,73* 2,93+1,59* 2,37+0,67 0,004
Peso Pancreas (g) 0,193%0,065 0,210+0,065 0,194+0,067 0,223+0,083 0,214+0,050 0,199+0,08 0,788
Peso dos coxins (g total) 3,086+0,03* 3,90410,04* 4,21210,38**'  4,975:0,02*  4,755:0,02**  4,4130,02**' <0,05
indice de adiposidade (%) 6,45+0,36 7,49+0,42 7,9040,45 8,69+0,49* 8,62+0,49* 7,85+0,45 <0,05

Peso omental (g), epididimal (g), retroperitoneal (g), perirrenal (g), mesentério (g), figado (g) e pancreas (g) dos animais dos grupos controle e experimental com adi¢édo
de farinha a 0,5%, 1% e 2%. Os valores representam a média + desvio padrdo. *(diferenca estatistica em relacdo ao grupo Nuvilab), é(diferenca estatistica em relacdo

ao grupo AIN93M), '(diferenca estatistica em relacdo ao grupo F0,5). ANOVA onRanks seguido de postest de Tukey, * Mediana pds test de Dunn’s.

5.2.3 Anélises bioguimicas




Tabela 8 — Par@metros bioquimicos dos animais dos grupos controles e experimentais.

Grupos Experimentais

Parametros Nuvilab AIN93M High Fat FO0,5 F1 F2 p

Triglicerideos 188,5+33,9 188,9+33,2 185,4+41,2 204,7+£39,7 198,1+52,4 229,5+73,5 0,199
Colesterol * 168,1+27,3 253,6+37,1* 270,9+51,5* 280,3+56,7* 279,3+50,3* 265,9+60,2*  <0,001

HDL-c 109,5+21,3 169,6+22,8* 187,3+38,1* 180,4+35,3* 161,0+36,1* 158,2+38,5*  <0,001
N&o HDL-c * 58,6+18,1 83,9+23,1 83,5+22 .4 99,9+50,5* 116,2+23,8* 107,7+30,8*  <0,001
Glicose * 213,2+66,6 331,1+#137,9  552,2+101,9*%*  5593+191,7*%  548,1+183,3** 541,3+176,6** <0,001

Parametros bioquimicos de colesterol, triglicerideos, hdl-c, ndo hdl-c e glicose dos animais dos grupos controle e experimental com adi¢éo de farinha a 0,5%,
1% e 2%'. Os valores representam a média + desvio padrdo. *diferenca estatistica em relacdo ao grupo Nuvilab, & diferenca estatistica em relagdo ao grupo
AIN93M, 'diferenca estatistica em relacdo ao grupo High Fat. ANOVA onRanks seguido de postest de Tukey, * Mediana pos test de Dunn'’s.
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A adicdo da farinha da semente do abacate n&o gerou diferenga significativa
somente na andlise de triglicerideos, na comparacdo com o0s demais grupos
(p=0,199), visto que as concentracdes séricas mantiveram-se semelhantes entre si.
Ao analisar os valores de colesterol total e colesterol HDL, percebe-se que 0s
grupos AIN93M, High Fat, FO0,5, F1 e F2 diferem-se estatisticamente do grupo
controle Nuvilab (p<0,001), com valores maiores. Comparando o0s valores dos
grupos experimentais, € possivel notar que o grupo F2 possui a menor média de
niveis séricos de colesterol total.

J& para a andlise do colesterol ndo HDL, os grupos experimentais F0,5, F1 e
F2 apresentaram diferenca estatistica (p<0,001) quando comparados ao grupo
controle Nuvilab, sendo o grupo FO0,5 o Unico que também apresentou diferenca
estatistica maior quando comparado ao grupo controle hiperlipidico High Fat
(p<0,001). Observando os resultados da glicemia de jejum, os grupos High Fat, FO,5,
F1 e F2 apresentaram resultados com valores maiores e diferenca estatistica
(p<0,001) em relacdo aos grupos controles normolipidicos Nuvilab e AIN93M. Dados

expressos na Tabela 8.

5.2.4 Teste de tolerancia oral a glicose

Apés realizar o teste de tolerancia oral a glicose ao término do periodo
experimental (Tabela 9), foi observada diferenca significativa (p<0,05) na glicemia de
jejum dos animais (tempo 0), sendo que os grupo High Fat (221,2 mg/dl) e F2 (261,2
mg/dl) apresentaram maior aumento na glicemia em relacdo aos grupo Nuvilab
(116,4 mg/dl) e AIN93M (112,3 mg/dl). No minuto 15, momento em que 0s animais ja
haviam recebido a dose de glicose, os grupos High Fat (244,9 mg/dl) e F2 (262,5
mg/dl) continuaram apresentando niveis de glicemia maiores em relacdo aos grupos
Nuvilab (133,2 mg/dl) e AIN93M (137,3 mg/dl) (p<0,05).

Diferencas estas que se estenderam nos demais tempos, com High Fat e F2
apresentando 262,2 mg/dl e 279,9 mg/dl respectivamente, com também diferenca
significativa (p<0,05) maior que o grupos controle normolipidicos Nuvilab (152,9
mg/dl), sendo somente o grupo F2 apresentando diferenca também quando
comparado ao grupo AIN93M (160,1 mg/dl) no tempo de 30 minutos. Apos uma hora
da administracdo da dose de glicose, os grupos High Fat (270,3 mg/dl), F0,5 (235
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mg/dL), F1 (244,7 mg/dl) e F2 (268,2 mg/dl) apresentaram diferenca estatistica
(p<0,05) ao serem comparados ao grupo AIN93M (136,1 mg/dl), sendo que somente
High Fat e F2 apresentaram diferenga significativa (p<0,05) maior quando também
comparados ao grupo Nuvilab (140,2 mg/dl).

Ao término do teste, os grupos High Fat (264,4 mg/dl), FO,5 (230,2 mg/dl), F1
(251,5 mg/dl) e F2 (267,8 mg/dl) apresentaram médias maiores quando comparados
ao grupo AIN93M (121,7 mg/dl), sendo os grupos High Fat, F1 e F2 tendo
apresentado também diferenca estatistica significante (p<0,05) comparado ao grupo
Nuvilab (132,4 mg/dl). Na tabela 9 € possivel visualizar todos os dados citados
anteriormente.

Na avaliacdo da area sob a curva, nota-se diferenca significativa entre os
grupos (p<0,001), onde os grupos High Fat, FO,5, F1 e F2 apresentaram areas sob a
curva maiores em relacdo ao grupo Nuvilab, sendo o grupo F2 estatisticamente
maior (p<0,001) também em relacdo ao grupo AIN93M. No Grafico 1 estdo

representados todos os dados citados anteriormente.
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Grafico 1 - Avaliacao do perfil glicémico ao final do tratamento com farinha liofilizada

da semente de abacate (A) Teste de tolerancia oral a glicose no final do tratamento

de acordo com o grupo experimental em cada tempo avaliado e (B) Grafico

apresentando a area sob a curva (AUC) da glicemia dos animais avaliados ao final

do tratamento. Os valores representam a média + desvio padrdao. ANOVA seguido

de postest Tukey.



Tabela 9 - Resultados do Teste de Tolerancia Oral a Glicose ao final do tratamento com a farinha liofilizada da semente
de abacate de acordo com os grupos e tempos avaliados.

Tempo Grupos
(minutos) —Nyvilab AIN93M High Fat FO,5 F1 F2 P
0 116,4425,8  112,3+28,2 221,2+61,6% 191,0+77,2  202,9+99,9  261,2+66,4%  <0,05
15 133,2+443,8  137,3+34,8 244,9+56,4% 230,9481,2  225,1+103,8 262,5+56,0%  <0,05
30 152,9+20,1  160,1+35,6  262,2+73,6° 222,2+74,2  203,0#87,8  279,9+55,7%  <0,05
60 140,2+27,4  136,1+23,4 270,3+51,8"% 235,0+£77,5% 244,7+120,7% 268,2+77,4%  <0,05
120 132,4429,1  121,7+23,4 264,4+74,9% 230,2483,9% 251,5+113,0% 267,8+73,7%  <0,05

Os valores representam a média + desvio padréo. *diferenca estatistica em relacdo ao grupo Nuvilab, “ diferenca estatistica em relacéo ao
grupo AIN93M. ANOVA two way seguido de pos test de Bonferroni.
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5.2.5 Teste de sensibilidade a insulina

O teste de sensibilidade a insulina foi realizado ao final do periodo
experimental, sendo observada diferenca estatistica significativa entre os grupos na
afericdo da glicemia de jejum dos animais (tempo 0) (p<0,05), em que 0S grupos
High Fat (314,8 mg/dl), F0,5 (326.4 mg/dl) e F2 (354,6 mg/dl) apresentaram niveis
glicémicos maiores em relacdo ao grupo Nuvilab (164,2 mg/dl), sendo o grupo F2
estatisticamente maior também em relagédo ao grupo AIN93M (24 mg/dI).

Apbés a aplicacdo, via intraperitoneal, da insulina (tempo 15), notou-se
diferenca significativa entre os grupos avaliados (p<0,05). Os grupos High Fat (316,4
mg/dl), FO,5 (306,9 mg/dl) e F2 (308,4 mg/dl) apresentaram maiores concentracfes
guando comparados ao grupo Nuvilab (153,4 mg/dl).Ao avaliar os animais no tempo
30, também foi constatada diferenca significante entre os grupos estudados
(p<0,05), onde High Fat (277,3 mg/dl), FO,5 (273,7 mg/dl), F1 (274,7 mg/dl) e F2
(290,3 mg/dl) se diferenciaram do grupo Nuvilab (124,9 mg/dl).

No entanto, no ultimo tempo de avaliacdo (tempo 60), somente 0S grupos
AIN93M e F1 nao apresentaram diferenca significativa (p<0,05) comparados ao
grupo Nuvilab (146,1 mg/dl). Na tabela 10 é possivel visualizar todos os dados
citados anteriormente. Em relacdo a avaliacdo da area sob a curva do teste de
sensibilidade a insulina, os grupos High Fat, F0,5, F1 e F2 apresentaram areas sob
a curva maiores (p<0,001) em relagdo ao grupo Nuvilab, sendo o grupo F2
estatisticamente maior (p<0,001) também em relacdo ao grupo AIN93M. No Gréfico

2 estao representados todos os dados citados anteriormente.
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Gréfico 2 - Avaliacdo do perfil glicémico ao final do tratamento com a farinha
liofilizada da semente de abacate (A) Teste de sensibilidade a insulina nos animais
avaliados neste estudo, ao final do tratamento, de acordo com grupo experimental,
em cada tempo avaliado e (B)Grafico representando a area sob a curva (AUC) do
teste de sensibilidade a insulina nos animais avaliados ao final do tratamento. Os

valores representam a média + desvio padrdo. ANOVA seguido de postest Tukey.



Tabela 10 - Resultados do Teste de Sensibilidade a Insulina ao final do tratamento, de acordo com o0 grupo e tempos
avaliados.

Tempo Grupos
(minutos)
Nuvilab AIN93M High Fat FO0,5 F1 F2 p
0 164,2+19,1 224+58.3 314,8+78,2 326,4+105,6° 277,3193,4  354,6+77,6 % <0,05
15 153,4+29,7 209,1+5,8 316,4+67,5 306,9+107,8 259,8+78,1 308,4+66,3" <0,05
30 124,9+32,8 167,6+39,5 277,3+58,1 273,7+78,9° 274,7+108,1°  290,3+75,8" <0,05
60 146,1+43.4 239,5+54 287,5+38,8" 2822452 3" 259,2+72,3 316,8+51,9° <0,05

Os valores representam a média + desvio padréo. *diferenca estatistica em relagdo ao grupo Nuvilab, & diferenca estatistica em rela¢do ao grupo
AIN93M. ANOVA twoway seguido de postest de Bonferroni.
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5.2.6 Histologia do tecido adiposo epididimal

A Figura 6 representa imagens das laminas dos adipécitos do tecido
epididimal dos grupos de estudo submetidas a analise histologica e o Grafico 3
apresenta os dados da andlise da area dos adipdcitos, e pode-se constatar que nao
houve diferenca estatistica (p=0,12) entre o tamanho das areas analisadas.
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Figura 6—-Analise histolégica dos adipécitos do tecido epididimal corado por
Hematoxilina e Eosina (H&E — 100x) dos animais avaliados no estudo,
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sendo(A)grupo Nuvilab (B) grupo AIN93M (C) grupo High Fat (D) grupo F0,5
(E) grupo F1 e (F) grupo F2.
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Gréfico 3 - Gréfico representando dados da analise da area (um?) dos adipécitos do
tecido epididimal dos animais do estudo. Os valores representam a média = erro
padrdo da média (p= 0,12) ANOVA seguido de postestTukey.

5.2.7 Histologia hepatopancreatica

A Figura 7 representa imagens das laminas do tecido hepatico dos grupos de
estudo submetidas a andlise histologica. A Tabela 12 apresenta os dados do figado
e pancreas conforme os parametros analisados. Na analise histolégica hepatica,
concluiu-se que nenhum grupo apresentou nucleos glicogenados, porém foi possivel
observar ocorréncia de outras alteracdes nos grupos experimentais, como presenca
de esteatose, inflamacao lobular, balonizacdo, apoptose e corpusculos de Mallory.

J& na andlise histolégica do pancreas foi possivel determinar que nenhum
grupo apresentou acinos pancreaticos dilatados ou necrosados, da mesma forma
gue todos os grupos demonstraram auséncia para insulite e perinsulite. Porém,
dentre os grupos experimentais, somente F1 e F2 apresentaram hipotrofia em
algumas das ilhotas de langerhans, tendo o grupo F2 atrofia observada em apenas

um animal.



Figura 7—Analise histolégica do figado corado por Hematoxilina e
Eosina (H&E — 40x) dos animais avaliados no estudo, sendo(A)grupo
Nuvilab (B) grupo AIN93M (C) grupo High Fat (D) grupo FO0,5 (E)
grupo F1 e (F) grupo F2.
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Tabela 11 - Resultados referentes as alteracdes observadas no figado e pancreas dos animais em cada um dos grupos controle e

experimentais.

Grupos experimentais

Variavel Nuvilab AIN93M High Fat F0,5 F1 F2
Alteracdes no figado
Esteatose p<0,001
<5% 100,0 (12) 41,6 (5) 8,3 (1) 16,6 (2) 0 41,6 (5)
5a33% 0 50,0 (6) 25,0 (3) 8,3(2) 0 0
34 a 66% 0 8,3 (1) 41,6 (5) 66,6 (8) 58,3 (7) 41,6 (5)
>66% 0 0 25,0 (3) 8,3(2) 41,6 (5) 16,6 (2)
Esteatose microvesicular p=0,043
Ausente 100,0 (12) 83,3 (10) 100,0 (12) 75,0 (9) 100,0 (12) 75,0 (9)
Presente 0 16,6 (2) 0 25,0 (3) 0 25,0 (3)
Inflamacéo lobular p=0,005
Ausente 100,0 (12) 83,3 (10) 50,0 (6) 50,0 (6) 41,6 (5) 66,6 (8)
<1 foco/campo 0 16,6 (2) 50,0 (6) 50,0 (6) 58,3 (7) 25,0 (3)
2-4 focos/campo 0 0 0 0 0 8,3 (1)
Balonizag¢do p<0,001
Ausente 75,0 (9) 8,3 (1) 0 25,0 (3) 0 50,0 (6)
Poucas células 25,0 (3) 25,0 (3) 50,0 (6) 41,6 (5) 50,0 (6) 25,0 (3)
Muitas células 0 66,6 (8) 50,0 (6) 33,3 (4) 50,0 (6) 25,0 (3)

Hialino de Mallory p=0,053
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Ausente 100,0 (12) 100,0 (12) 66,6(8) 83,3 (10) 75,0 (9) 83,3 (10)
Presente 0 0 41,6 (5) 16,6 (2) 25,0 (3) 16,6 (2)
Apoptose p=0,104

Ausente 100,0 (12) 58,3 (7) 83,3 (10) 83,3 (10) 75,0 (9) 91,6 (11)
Presente 0 41,6 (5) 16,6 (2) 16,6 (2) 25,0 (3) 8,3 (1)
Nucleo glicogenado

Nenhum/raros 100,0 (12) 100,0 (12) 100,0 (12) 100,0 (12) 100,0 (12) 100,0 (12)
Alteracdes no pancreas

Acinos

Dilatados/necrose 0 0 0 0 0 0
Céls inflamatoérias

Insulite/perinsulite 0 0 0 0 0 0
Ilhotas de Langerhans p=0,155

Normal 83,3 (10) 100,0 (12) 91,6 (11) 100,0 (12) 75,0 (9) 75,0 (9)
Hipotrofia 16,6 (2) 0 8,3 (1) 0 25,0 (3) 16,6 (2)
Atrofia 0 0 0 0 0 8,3 (1)

Os dados estédo apresentados em frequéncia relativa (frequéncia absoluta).
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6 DISCUSSAO

A reducao da perda e desperdicio de alimentos, a utilizagcdo em sua totalidade
e a adocédo de processos eficientes de conservagdo tém sido teméticas importantes
considerando o crescimento sustentavel. Nesse cendrio tem-se a semente da
Persea americana, que assim como as demais partes ndo convencionais de frutos,
apresentam potencial nutricional.

Neste estudo, 0 caroco in natura apresentou elevado teor de agua em sua
composicdo, muito semelhante ao achado de Tango, Carvalho e Soares (2004) que
também avaliaram centesimalmente o caro¢co do abacate da espécie Fuerte, de
encontro também ao resultado de Daiuto et al. (2014), porém a espécie analisada foi
a tipo Hass. E importante ressaltar que a umidade da semente varia entre as
espécies e sofre influéncia principalmente do nivel de maturacdo do fruto, tendo
seus niveis de quantidade de agua diminuidos durante o periodo de inverno
(BLEINROTH; CASTRO, 1992).

Pode-se notar que quando comparada a semente in natura ralada, a liofilizada
apresentou uma quantidade muito menor de concentracdo de agua. Isso é
justificado pelo processo de liofilizagdo, no qual o produto submetido a esse
tratamento tem perda de peso pela retirada de agua (INSTITUTO ADOLFO LUTZ,
2008). Esse processo é adotado por muitas industrias alimenticias, uma vez que a
retirada de agua se d4 sem o emprego do calor, e consequentemente, conserva as
propriedades dos compostos bioativos sensiveis as mudancas de temperatura
(MALACRIDA; MOTTA, 2005).

Considerando que a quantidade de agua livre em um alimento é fator crucial
para processos de deterioracdo (GOMEZ-CACERES et al., 2013), pode-se
classificar a farinha liofilizada como um produto com seguranca microbiolégica
satisfatoria para comercializacdo, uma vez que estd em conformidade com as
resolucdes da ANVISA, que preconiza para armazenamento e conservacao de
farinhas, o maximo de 15% de umidade (BRASIL, 2005).

O teor de proteinas encontrado foi semelhante a outros resultados, como o de
Bora et al. (2001) os quais analisaram a farinha seca em estufa a 50°C por 24 horas,
e Tango, Carvalho e Soares (2004) analisando a amostra in natura, triturada e
homogeneizada, ambos resultados da semente da também variedade Fuerte.

Moreira (2012) conclui ser interessante o uso da semente por industrias
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farmacéuticas e de alimentos em formato de subprodutos, uma vez que seu teor
proteico € maior comparado as demais partes do abacate.

Segundo Tango e Turatti (1992), a semente e a casca do abacate ndo atraem
tanto interesse comercial uma vez que os teores de lipideos sdo baixos quando
comparados aos valores encontrados na polpa. No presente estudo, segundo 0s
teores de lipideos encontrados, podemos classificar somente a versao da semente
in natura em alimento de baixo indice lipidico, conforme resolugdo n° 54 de 2012,
gue preconiza alimentos com no maximo 3% de gordura (BRASIL, 2012). Sabe-se
que a época do ano em que a colheita é realizada influencia nas concentracbes dos
aspectos nutricionais do abacate, podendo-se afirmar que durante o inverno a
umidade do fruto € menor, parametros esse que € inversamente proporcional ao teor
de gordura (DAIUTO et al., 2014).

Tratando-se do macronutriente carboidrato, a semente apresentou resultados
bem diferentes do achado de Tango, Carvalho e Soares (2004). Para Ferrari (2015),
a variacdo da quantidade de ceboidratos no caro¢co ocorre de acordo com a espécie
de abacate, periodo em que a colheita foi realizada, indice de maturacéo do fruto e
metodologia empregada para analise.

Ja4 as partes ndo digeriveis como as fibras, em ambas as versdes, foi
predominante a do tipo insolavel. Ma et al. (2018) concluiram em sua meta-analise
gue o consumo diario de alimentos ricos em fibras, tem a capacidade de atuar
otimizando o metabolismo de lipideos, diminuindo os riscos de doencas
cardiovasculares através da prevencao da oxidacdo de colesterol e de lipoproteinas
de baixa densidade (LDL-c).

Melo et al. (2012) encontraram em sua pesquisa um valor total de fibras muito
superior ao achado do presente estudo. Daiuto et al. (2014) pontuam que ha a
ampliacdo da oferta de produtos provenientes de residuos de producdo, uma vez
gue as sementes e caro¢os costumam apresentar altos niveis de fibras, permitindo
gue esses farelos sejam usados principalmente em panificacdes.

E relativamente baixo o interesse de pesquisas em avaliar o teor de lipideos,
bem como sua quantificacdo em carogcos de frutos. Com isso, comparando 0s
resultados das andlises nas diferentes versdes, in natura e farinha liofilizada, pode-
se notar a predominancia do grupo de acidos graxos saturados. Ambas as amostras
analisadas apresentam o acido palmitico em maior quantidade, seguido pelo acido

oleico e éacido butirico. Por mais que nao sejam fontes viaveis de extracdo de
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gorduras, pelos seus baixos niveis, sua caracterizagdo é interessante, pois pode
agregar componentes quando usados como ingredientes em certas preparacoes
(TANGO; CARVALHO; SOARES, 2004).

Apesar da predominancia de ligacbes saturadas, os &cidos graxos
insaturados também ganham destaque nessa caracterizacdo, como o acido oleico,
que também est4d presente em concentracbes elevadas no 6leo da polpa de
abacate. O consumo de alimentos com elevados teores desse acido graxo
contribuem para o tratamento e prevencdo de doencas cardiovasculares, uma vez
que ele atua no metabolismo lipidico, diminuindo a producdo hepatica de
triacilglicerol e LDL-c, favorecendo a complacéncia arterial e reduzindo a
vasoconstricdo pela producéo e liberacdo de 6xido nitrico que ira atuar diretamente
no endotélio dos vasos sanguineos (COLUSSI et al., 2017; PAPPIANE, 2016).

J& os acidos graxos essenciais para a alimentacdo humana sdo o 6mega-6 e
Omega-3, ou acido linolénico e o acido linoleico, respectivamente. O primeiro esta
presente nos Oleos de cereais, como soja € milho enquanto o segundo, em vegetais,
Oleo de linhaca e de peixes marinhos. Sua importancia esta na capacidade de se
transformar em substancias biologicamente ativas e em componentes estruturais de
membranas celulares (TREBATICKA et al., 2017).

Na farinha liofilizada de abacate e em sua semente ralada € possivel notar
valores consideraveis desses acidos graxos essenciais, tornando a utilizacdo do
caroco desse fruto interessante no tratamento de dislipidemias, diminuindo a adesao
plaguetaria nos vasos e consequente reducdo de placas ateroscleréticas, e
reduzindo a inflamacgéo celular pela inibicdo da acdo de citocinas como TNF-alfa e
IL-6 (NASCIMENTO; SCALABRINI, 2020).

Os beneficios da ingestdo de lipideos poli-insaturados vém sendo cada vez
mais estudados por conta dos efeitos fisioldgicos importantes no tratamento e
prevencdo de muitas doencas (COLUSSI et al.,, 2017). Massafera et al. (2010),
analisaram a composicdo de &cidos graxos do 6leo de sementes de diferentes
cultivares de abacate no interior do estado de S&o Paulo e os resultados
apresentaram maiores niveis de acido oleico nas cultivares Fortuna e Ouro Verde,
enquanto os acidos palmitico e linoleico foram superiores na variedade Princesa.
Esses resultados diferem em quantidade aos achados no presente estudo, porém

corroboram qualitativamente no perfil.
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E descrito na literatura a utilizacio da semente de Persea americana, na
forma de garrafadas com adicdo de alcool etilico, para o tratamento de doencas
inflamatorias como as articulares e reumaticas (BARRETO; CARVALHO; DE LIMA,
2020). Rodriguez-Caperna et al., (2011) encontraram uma vasta quantidade e
diversidade de compostos bioativos em suas pesquisas sobre caracterizagcdo de
sementes de diferentes espécies de abacate, o que justifica os efeitos anti-
inflamatorios, analgésicos e antioxidantes ja encontrados. A quantidade dos niveis
de substancias bioativos nos frutos pode ser afetada pela variedade e condicdes
como temperatura, luminosidade, processamento, nutrientes do solo, maturacao e
armazenamento. Esses componentes sdo substancias que quando presentes em
pequenas quantidades diminuem ou retardam a oxidacdo de substratos reativos ao
oxigénio (VINHA et al., 2013; DALLE-DONE et al., 2006).

A determinacdo de atividade antioxidante e compostos fendlicos em vegetais
€ a primeira etapa em investigacdes de funcionalidade fisiolégica visando o
tratamento e prevencdo contra doengas cronicas. O presente estudo encontrou
niveis satisfatorios das substancias com atividade antioxidante que foram
analisadas, resultados esses proximos aos achados por Ramos et al. (2012) na
farinha da semente de abacate, seca por estufa. Esses compostos sao 0s principais
responsaveis pelas caracteristicas organolépticas e estabilidade oxidativa de um
fruto (RODRIGUEZ-CARPENA et al., 2011).

O &cido ascorbico, também conhecido como vitamina C, € ricamente presente
em alimentos de origem vegetal e desempenha papel importante no aumento da
resposta imunolégica e também promove protecdo contra a oxidacdo de radicais
livres devido ao seu alto poder redutor (CHAVES NETO et al., 2018). Mesmo sendo
um composto altamente sensivel e de facil degradacdo, pode-se perceber que
guando comparadas, a versao da farinha liofilizada apresentou niveis superiores em
relacdo a semente in natura, isso se deve ao fato de que a liofilizagdo ndo emprega
calor em seu processo, conservando substancias bioativos sensiveis a mudanca de
temperatura.

Ja os carotenoides, responsaveis pela coloracdo que varia de amarelo ao
vermelho nos alimentos, atuam como precursores de vitamina A, como
betacaroteno, e na reducao do estresse oxidativo (RODRIGUEZ-AMAYA, 2004). Os
niveis desse composto no abacate aumentam conforme a maturacdo, e apesar de

satisfatorios os resultados encontrados no presente estudo, Wang, Terrell e Bostic



68

7z

(2010) afrmam que a casca € a parte do abacate com maiores niveis dessa
substancia, seguido pela semente e por fim a polpa.

Para a experimentacao, foram adicionadas distintas concentracfes da farinha
a racao dos animais com a finalidade de observar seus efeitos protetores em um
contexto de alimentagcdo hiperlipidica. Primando pela ndo alteragcdo de paladar,
foram acrescidas as concentracdes de 0,5%, 1% e 2% de farinha liofilizada.

Ja é sabido que uma dieta rica em calorias esta associada ao ganho de peso
corporal em seres humanos, do mesmo modo que animais tratados com uma dieta
com excesso de lipidios tendem a ganhar peso e desenvolver alteracbes
metabdlicas (PANCHAL; BROWN, 2011). Este estudo pode confirmar que a ingestéao
de dieta com alto nivel de gordura induz a obesidade em camundongos, se for
comparado o grupo High Fat com os grupos controles. E conclusiva a necessidade
de futuros estudos que trabalhem com uma quantidade maior que 2% de adicao de
farinha liofilizada, uma vez que o grupo F2 obteve uma protecdo maior contra o
ganho de peso corporal e adiposidade visceral quando comparado aos outros
grupos experimentais.

Os compostos quimicos dos nutracéuticos atuam regulando enzimas,
transportadores, receptores e hormoénios envolvidos no metabolismo com a
finalidade de reduzir a oxidacdo de fracdes de colesterol, bem como sua absorcéo,
aumentando a excrecdo de lipideos, e também reduzindo a diferenciacdo de
adipécitos, promovendo apoptose nessas células que se encontram maduras
(CICERO; COLLETTI, 2016; RUSPASINGHE et al., 2016).

Apesar disso, a adicdo da farinha do caroco de Persea americana nao
apresentou potencial para a reducdo dos niveis de triacilglicerol, sugerindo-se
realizar mais estudos com outras doses mais elevadas para avaliar os efeitos neste
parametro. Comparando os valores dos grupos experimentais, € possivel notar que
0 grupo F2 possui a menor media de niveis séricos de colesterol total, corroborando
com a sugestao de que a farinha da semente do abacate tenha efeitos positivos com
quantidades maiores de adicdo, o que ndo foi possivel notar quando analisado o
parametro de colesterol HDL dos grupos experimentais comparados ao grupo
controle Nuvilab, podendo ser justificado pelo aumento da adiposidade visceral.

Diferentemente, um estudo conduzido com ratos hipercolesterolémicos
induzidos por dieta hiperlipidica, com a também adicdo de farinha da semente do

abacate, apresentou reducédo significativa do colesterol ndo HDL, resultados esses
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atribuidos a atividade antioxidante e elevada quantidade de fibras encontradas na
semente, que geram uma resposta benéfica ao metabolismo lipidico por diminuir a
absorcado de gorduras e colesterol dietéticos (RAMOS et al., 2012).

De acordo com Vinagre et al. (2010), é considerado diabético os ratos com
concentracbes séricas de glicose acima de 250mg/dL, podendo variar de acordo
com a linhagem. Com essa afirmacao, extrapolado para camundongos, nota-se que
todos os grupos experimentais apresentaram resultados de glicose sérica em jejum
maior que o dobro do minimo para ser considerado diabético, concluindo-se que a
farinha liofilizada n&o foi eficaz contra o desenvolvimento da doenca. Nota-se
também um aumento significativo da glicemia do grupo controle normolipidico
AIN93M, sendo justificado pela rica constituicdo de carboidratos dessa dieta quando
comparada as demais composicdes dos grupos controle.

Tal achado do presente estudo é oposto ao resultado de Ezejiofor, Okorie e
Orisakwe (2013), que encontraram efeitos hipoglicemiantes ao utilizar extrato
aguoso da semente, resultado esse atribuido aos compostos bioativos encontrados
no caroco como os polifendis, flavonoides e taninos, que favorecem o transporte de
glicose pelo aumento da sensibilidade de insulina pelos seus receptores. Pode-se
afirmar que, apesar de constatada a presenca desses compostos bioativos na
farinha liofilizada do presente estudo, os distintos resultados sao justificados pela
pouca quantidade de farinha adicionada a racao.

Na homeostase glicémica, o uso de plantas medicinais pode colaborar
aumentando a utilizacdo periférica de glicose, facilitando a liberacdo de insulina
pelas ilhotas pancreaticas, bem como estimular a sintese e regeneracdo das células
desse 6rgao (PATEL; PATEL; BHATT, 2019).

Elevadas taxas de glicose no sangue promovem maior secrecdo de insulina.
Este hormbnio em elevadas concentragdes no sangue, sendo pelo excesso de
glicose disponivel ou por uma resisténcia insulinica periférica, promove a sintese de
colesterol (BOTHAN; MAYES, 2006), o que justifica as taxas de triglicerideos e
colesterol ndo-HDL, correlacionando a hiperglicemia.

DM2 ou diabetes tardia € um distarbio metabdlico caracterizado pelo elevado
nivel de glicose no sangue no ambito da resisténcia a insulina e pela insuficiéncia
relativa da producédo de insulina, causadas pelo excesso de peso (PEREIRA,
FRANCISCHI; JUNIOR, 2003). O principal problema esta na cascata de ativacio

dos receptores de insulina nos tecidos periféricos, causando a ndo ativacdo do
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Glut4, deixando glicose livre no sangue. O excesso dessa molécula no sangue faz
com que O pancreas passe, momentaneamente, a secretar mais insulina para
compensacao, o que causa desgaste das células, por sofrer hipertrofia e hiperplasia,
podendo levar a morte celular por apoptose, diminuindo a producdo de insulina e
consequente secrecdo (NASRI et al., 2015).

Outro mecanismo que auxilia na ndo atividade do horménio insulina é a
grande quantidade de triglicerideos na corrente sanguinea, causado pelo excesso
de tecido adiposo, e sua metabolizacdo nas células musculares e hepaticas, que
levam a formacdo de compostos intermediarios que interagem diretamente com a
cascata de sinalizacdo da insulina, impedindo sua acdo, bem como, do mesmo
modo, radicais livres provenientes da beta oxidac&do de acidos graxos e aumento da
secrecédo de resistina (NASRI et al., 2015)

Com isso, foi possivel constatar que ndo houve diminuicdo da glicemia no
teste de tolerdncia oral a glicose, o que pode estar relacionado a resisténcia
periférica e a um comprometimento na producédo de insulina, o que € equivalente ao
efeito gerado pelo consumo de dieta hiperlipidica. Ja nos testes de sensibilidade a
insulina, mesmo ndo havendo diferenca significativa nos resultados, o grupo F1
apresentou uma tendéncia a diminuicdo das concentracdes, demonstrando um
possivel potencial da farinha da semente do abacate na prevencao da resisténcia a
insulina.

A adiposidade visceral desempenha um papel fundamental no
desenvolvimento de complica¢fes relacionadas ao metabolismo energético (GODAY
et al., 2016). Neste modelo experimental, apesar de os grupos que foram tratados
com a farinha liofilizada da semente de abacate ndo apresentarem diferenca
estatistica relacionada a area dos adipécitos quando comparados aos grupos
controles, foi possivel observar outras alteracdes histologicas pancreaticas, mas
principalmente hepaticas como a Doenga Hepatica Gordurosa Nao Alcoéolica.

A etiologia da DNGNA ¢é multifatorial, sendo a causa principal advinda da
resisténcia a insulina causada por acumulo de gordura visceral e ma alimentagéo,
que causam mudancas no metabolismo energético, principalmente glicidico e
lipidico, fazendo com que haja acumulo anormal de gordura neste 6rgdo (COELHO;
PERES; LEITE, 2015). A hiperinsulinemia proveniente da resisténcia a insulina
auxilia no desenvolvimento da doenca devido ao aumento da lipogénese hepatica e

constante elevacdo do fluxo de &acidos graxos livres nas células hepaticas,



71

decorrentes do aumento da lipdlise no tecido adiposo (CARVALHEIRA; SAAD,
2006).

Histologicamente, essa doenca pode ser divida em macro e microvacuolar,
ambas facilmente diagnosticadas por microscopia otica devido ao tamanho do
vacuolo citoplasmético de gordura que afasta o nudcleo dos hepatécitos para a
periferia. A esteatose macrovascular é classificada em discreta, moderada a
acentuada, conforme a porcentagem de comprometimento das células do figado.
Inflamacéo lobular, retencéo de fluidos e balonizacdo dos hepatdcitos sao alteracdes
graves que denotam danos celulares caracteristicos da doenca, tornando as células
desse 0rgdo cada vez mais arredondadas e edemaciadas (JUAREZ-HERNANDEZ
et al., 2016).

Essa manifestacdo da sindrome metabdlica, associada a uma rotina
sedentaria e a ingestdo excessiva de alimentos altamente cal6ricos e de baixa
qualidade nutricional, se tornou a doenca hepatica mais recorrente no mundo (XIAO,
2019). Sabe-se que a composicdo da dieta tem influéncia direta com o
desenvolvimento da doencga, uma vez que cerca de 15% do triacilglicerol hepatico é
proveniente da alimentacdo. Estudos experimentais em animais apontam que a
administracdo de alimentos ricos em gorduras poli-insaturadas induz a perda de
peso, melhora do quadro clinico da doenca e diminuicdo do quadro inflamatério
(JUAREZ-HERNANDEZ et al., 2016; LUUKKONEN et al., 2018).

No presente estudo, a adicdo da farinha liofilizada nao foi eficaz para reduzir o
acumulo de gordura hepéatica e lesdes pancreaticas, no entanto, a balonizacédo dos
hepatécitos e apoptose de células do figado foram menos frequentes no grupo
experimental que recebeu a maior dose de farinha adicionada a racédo. Contrario a
isso, observa-se que o grupo FO0,5 foi o Unico grupo experimental que nao

apresentou alteragdes nas ilhotas de langerhans.
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7 CONCLUSAO

Apoés avaliar a quantidade e concentracfes da composicdo centesimal e de
compostos biologicamente ativos na farinha liofilizada da semente de Persea
americana, pode-se verificar uma variacdo desses componentes quando
comparados aos resultados de outros autores, podendo ser justificado pela diferenca
da metodologia aplicada, fatores ambientais e de desenvolvimento do fruto.
Entretanto, todos os compostos avaliados assemelham-se aos ja existentes na
literatura.

Avaliando o efeito da adicdo da farinha liofilizada do caroco de abacate, foi
possivel notar efeitos positivos na prevencdo ao ganho de peso, mas isso hao é
atribuido a uma menor ingestdo caldrica. Também foi possivel notar um efeito
positivo quanto a diminuicdo de adiposidade visceral no grupo que recebeu maiores
concentracbes da farinha, entretanto o presente estudo ndo pode sustentar 0s
efeitos benéficos aos perfis glicEmicos e lipidicos, como o0s encontrados por outros
autores.

Apesar da rica composicdo de macronutrientes encontradas na farinha da
semente, bem como um excelente perfil de acidos graxos e elevadas concentracfes
de fibras, mais estudos sdo necessarios para esclarecer os mecanismos envolvidos
nos resultados encontrados, assim como isolar e analisar os compostos ou fracdes
que possam ser responsaveis pela diminuicdo da glicemia e marcadores séricos
lipidicos, ou ainda verificar a eficacia do uso de concentracdes superiores as
utilizadas no presente estudo da farinha liofilizada.

Todavia, é de interesse publico e sanitario a utilizacdo desses carogos, por
serem excedentes industriais. Considerando sua composi¢éo, pode-se afirmar que a
farinha liofilizada é um produto adequado a comercializagdo com a finalidade de
adicdo em preparacdes e utilizagdo em demais setores alimenticios, farmacolégicos

e industriais.
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Servico Pdblico Federal
Ministério da Educagdo

- Fundagdo Universidade Federal de Mato Grosso do Sul

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta infitulada “Efeitos da farinha da semente de abacate (Persea americona) em camundongos alimentados com dieta hiparcaldrica’, registrada com o n? 1.090/2019, sob a responsabilidade de
Priscila Aiko Hiane - que envolve a utilizagéo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertbrata, para fins de pesquisa cientifica - encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n? 11,794, de 8 de outubro de 2008,
do Decreto n2 6,399, de 15 de julho de 2008, & com as narmas editadas pelo Conselho Nacional de Cantrole da Experimentagio Animal (CONCEA), & fa aprovada pels COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS/CEUA DA
UNIVERSIDADE FEDERAL DE MATO GROSSO DO SUL/UFIMS, na 82 reunido ordinria do dia 31/10/2019.

FINALIDADE [ )Ensino (%) Pesquisa Cientifica
Vigéncia da autorizacdo 20/03/2019 2 30/03/2021
Espécie/Linhagem/Raga Mus musculus | Swiss

Ne de animais 90

Peso/Idade 25 gramas / 60 dias

Sexo Machos
QOrigem UT-Bioterio/UFMS

Fabio José Carvalho Farfa
Coordenador da CEUA/UFMS
Campo Grande, 31 de outubro de 2019.



