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RESUMO

MOURA, R. L. Avaliagao do comportamento de ansiedade na prole de ratas
suplementadas com dleo e polpa de abacate (Persea americana mill.) durante a
gestacao e lactagao. 2019. 55f. Trabalho de Conclusdo de Curso (Graduagao em
Nutricao) — Universidade Federal de Campina Grande, Cuité, 2019.

A importancia do consumo de alimentos fontes de acidos graxos essenciais tém sido
amplamente difundida dada a importancia desses nutrientes na formacédo e
maturagcdo cerebral, durante o periodo critico do desenvolvimento. O presente
trabalho teve como objetivo avaliar o comportamento da ansiedade de filhotes
provenientes de ratas suplementadas com o6leo e polpa de abacate durante o
periodo de gestacdo e lactacdo. Os paradmetros de ansiedade foram mensurados
através dos testes do campo aberto, onde era analisado: ambulagao, rearing e
grooming. O labirinto em cruz elevado, no qual era observado o tempo de
permanéncia nos bracos abertos e fechados e na area central, como também o
numero de entradas e mergulho de cabeca. E por fim, o teste da caixa claro escuro,
que verificava o tempo de permanéncia nos compartimentos claro e escuro, nimero
de comportamentos espreitar € numero de transigdes entre compartimentos. Diante
dos dados analisados, observou-se que os animais suplementados com o 6leo e a
polpa de abacate apresentaram um efeito ansiogénico. Portanto, o consumo
materno tanto do 6leo como da polpa de abacate tende a induzir efeitos
ansiogénicos, tanto a curto quanto a longo prazo, logo, essa suplementagao tende a

aumentar a ansiedade na prole de ratas tratadas durante a gestacéo e lactagao.

Palavras-chave: Lipidios; comportamento do animal; aleitamento materno.



ABSTRACT

MOURA, R. L. Evaluation of anxiety behavior in the prole of supplemented rats
with oil and harvest powder (Persea americana mill.) during gestation and
lactation. 2019. 55f. Course Completion Work (Graduation in Nutrition) - Federal
University of Campina Grande, Cuité, 2019.

The importance of the consumption of essential fatty acids food sources has been
widely diffused given the importance of these nutrients in formation and brain
maturation during the critical development period. The present study had as objective
to evaluate the behavior of the supplemented rats with avocado pulps and oil during
the gestation and lactation period. The parameters of anxiety were measured through
the open field tests, where it was analyzed: ambulation, rearing and grooming. The
raised labyrinth cross which was observerd time of permanence in open and closed
arms, and in central area, also the number of entrances and diving head was
observed. And finally, the dark light box test, which verified the permanecy time in
light and dark compartments, number of peek behaviors and number of transitions
between compartments. Considering the analyzed data, it was observed that
supplemented animals with avocado oil and pulp had an anxiogenic effect.
Therefore, maternal consumption of both avocado oil and pulp tends to induce
anxiogenic effects both in short and long term, so this supplementation tends to

increase the anxiety in rats offspring treated during pregnancy and lactation.

Key-words: Lipids; animal behavior; breastfeeding.
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1 INTRODUGAO

A nutricdo desempenha papel de suma importdncia na formacédo e
desenvolvimento das estruturas e funcdes cerebrais, atuando nas atividades
cognitivas, psiquicas e motoras (CUNHA, 2014).

Para o desenvolvimento adequado deste sistema, se faz necessario a
ingesta de nutrientes essenciais, desde a concepgao até os primeiros anos de vida.
Dentre tais nutrientes, destacam-se os lipidios dietéticos que podem interferir, de
forma positiva na neogénese e na prevengdo de disturbios neuropsiquiatricos
(SALEM et al., 2001), bem como os compostos bioativos com potencial antioxidante,
que atuam na preservacao de estruturas do Sistema Nervoso (SN) contra o ataque
dos Radicais Livres (RL) (CHISTE et al, 2014).

Durante o periodo intrauterino a necessidade de tais nutrientes se torna
aumentada em decorréncia do desenvolvimento dos tecidos fetais, incluido a
formacdo do sistema nervoso central. Os acidos graxos essenciais (AGE) fazem
parte deste grupo e, corroboram com diversos fenémenos relacionados a
neurogénese, incluindo crescimento celular, migracao, diferenciacéo, crescimento de
prolongamentos neurais e formagao de sinapses (VELASCO, 2009; MADORE,
2014). Dentre os AGE de maior importancia durante o periodo critico de
desenvolvimento estdo os acidos graxos poliinsaturados (AGPI), capazes de conferir
as membranas das células neurais maior fluidez, potencializando a funcédo de
enzimas relacionadas a transducéao de sinais nervosos (RACHETTI, 2012).

Por outro lado, dietas deficientes em AGE podem comprometer o
desenvolvimento/funcionamento do SNC implicando em alteragdes fisicas,
cognitivas e comportamentais que podem perdurar durante a vida adulta (INNIS;
ELIAS, 2014; SOARES et al., 2014; RACHETTI, 2012). Dentre essas alteragoes,
esta a ansiedade que pode ser definida como uma resposta condicionada ao medo
(SYLVERS; LILIENFELD; LAPREIRIE, 2011).

Apesar de possuir fisiopatologia desconhecida, sabe-se que esta pode ser
modulada pela 5-hidroxitriptamina (5-HT) e pelo acido y-aminobutirico (GABA),
podendo também ser decorrente da deficiéncia de AGE, sobre as membranas
celulares que compdem o sistema nervoso central (MAGRINELLI, 2014).

Neste contexto, diversos estudos tém buscado compreender como os AG

podem influenciar o comportamento de ansiedade em modelos experimentais.
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Alguns autores tém demonstrado através de pesquisas com roedores que a
composicao lipidica do cérebro interfere substancialmente na percepg¢ao subijetiva,
humor e no comportamento emocional e as evidéncias apoiam que a suplementacao
dietética de AGE modulam positivamente tais desordens, podendo ser utilizadas
como coadjuvantes no tratamento e/ou até mesmo prevenindo o surgimento desta
patologia (MULLER et al., 2015; NIELSEN & PENLAND, 2006).

Das diversas fontes dietéticas de AGE, o abacate (Persea americana Mill.), se
destaca pelo perfil lipidico, uma vez que possui quantidade importantes de acidos
graxos monoinsaturados (MUFAs), como acido oleico (w-9), e quantidades
significativas de acido graxo polinsaturados do tipo linoléico (w-6), e em menor
quantidade, o acido linolénico (w-3) (USDA 2015; DREHER; DAVENPORT, 2013).

Levando em consideragcao que a ingestdo de AGE durante a gestacao e
lactagao favorece a formagao adequada do SNC da prole, questiona-se, sera que o
perfil lipidico e antioxidante presente no abacate poderia influenciar o
comportamento de ansiedade em uma prole tratada durante a gestacao e lactagao?

A literatura cientifica traz diversos estudos evidenciando que a suplementagao
de AG pode proporcionar efeito ansiolitico (SOARES et al., 2012; SOARES et al.,
2014; LIN et al.2015; LI et al, 2015), além disso, alguns autores sugerem que
compostos bioativos com capacidade antioxidante presentes em alimentos de
origem vegetal também possam contribuir com a melhora e/ou prevencao da
ansiedade, por reduzir o0 estresse oxidativo, que € outro possivel mecanismo
relacionado a esta patologia (FERNANDES, 2017).

Diante disso, hipostenizou-se que o perfil de AG provenientes do abacate,
bem como, os compostos bioativos presentes nesta matriz quando consumidos
durante a gestacado e lactacdo podem favorecer o desenvolvimento adequado do
cérebro e induzir um comportamento ansiolitico na prole.

Tendo em vista que tais nutrientes sdo repassados para o feto via placenta
(periodo intrauterino) e posteriormente via leite materno (extrauterino), objetivou-se
com este estudo avaliar o impacto da suplementacido materna com oleo e polpa de
abacate sobre o comportamento de ansiedade na prole de ratas tratadas durante a

gestacao e lactagao.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o comportamento de ansiedade de filhotes provenientes de ratas
suplementadas com 6leo e polpa de abacate durante o periodo de gestagdo e

lactagao.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar o perfil de acidos graxos do 6leo e da polpa liofilizada do abacate;

Determinar o perfil de compostos fendlicos e flavonoides do 6leo e da polpa

liofilizada do abacate;

o Verificar a atividade antioxidante in vitro do 6leo e da polpa liofilizada do
abacate, através dos métodos FRAP e ABTS;

e Investigar o efeito do 6leo e polpa de abacate sobre o comportamento de

ansiedade na prole aos 45 e 90 dias de vida.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 MECANISMOS NEUROBIOLOGICOS DA ANSIEDADE

A ansiedade € compreendida como uma resposta condicionada ao medo. A
ansiedade e o medo sao classificados como de carater adaptativo, tendo em vista
que estes possibilitam uma protecdo ao organismo contra disturbios fisicos e de
ordem psicoldgica (SYLVERS; LILIENFELD; LAPREIRIE, 2011).

O mecanismo neural envolvido no medo/ansiedade envolve a concepgéao e
integracédo das informagdes sensoriais provenientes dos estimulos sinalizadores de
perigo. Durante e depois do processamento sensorial, as mensagens sao enviadas
ao talamo, e projetadas para amigdala. Esse processo pode ocorrer de duas
maneiras: talamo — amigdala (via direta) e talamo — cértex — amigdala (via indireta).
As informacdes oriundas da via direta organizam-se em série de reagdes fisioldgicas
e comportamentais para a protegado do organismo, ja as mensagens provenientes da
via indireta, sdo encaminhadas para o cértex cerebral, e projetadas para a amigdala,
estando relacionadas com o processamento dos aspectos emotivos € mnemdnicos
(FANSELOW; LEDOUX, 1999).

Os transtornos de ansiedade estdo intimamente relacionados com a ativacao
do eixo hipotalamo - hipdfise — adrenal (HPA), sendo este um dos principais
componentes do sistema de estresse e responsavel pela associagao precoce e a
progressao de transtornos de humor (BORTOLUZZI, 2015).

Este mecanismo envolve o hipotdlamo paraventricular, o qual é responsavel
pela liberacdo de corticotropina que por sua vez atua a nivel de hipdéfise, com
consequente liberacdo do hormdnio adrenocorticotropico que ao atuar sobre as
glandulas suprarrenais, estimula a liberagdo de glicocorticoides, como o cortisol. A
presenca do cortisol ativa o eixo HPA elevando os niveis de ansiedade e medo
(SALVIANO, 2013).

Outros componentes como 0s neurotransmissores também possuem
implicacédo direta na génese desta patologia. Sdo caracterizados por serem
pequenas moléculas que possibilitam a comunicacao entre as células do SN. Dentre
0os principais neurotransmissores estdo a serotonina 5-HT e o acido gama-
aminobutirico (GABA), sendo o primeiro responsavel por desenvolver efeitos

ansiogénicos na amigdala e ansiolitico na matéria cinzenta periaquedutal dorsal
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(MCPD) (MAGRINELLI, 2014) e o segundo responsavel pela redugcdo do
funcionamento dos grupos neurais, conferindo menos excitagdo ao sistema
(MAGRINELLI, 2014). Alguns autores tém evidenciado através de seus estudos que
os niveis de serotonina e GABA sao alterados em roedores com comportamento
ansiogénico. (SILVA, 2018)

Algumas drogas e nutrientes a exemplo dos acidos graxos sao capazes de
amenizar os sintomas de ansiedade, por ocasionarem alteracdo sinaptica no
encéfalo. Estudo desenvolvido por Bernal-Morales e colaboradores (2017),
demonstrou que os acidos laurico, miristico, palmitico, palmitoleico, estearico, oleico,
elaidico e linoleico sdo capazes de alterar o canal de cloro e promover
hiperpolarizagdo da membrana pos-sinaptica, impossibilitando por sua vez os
disparos dos neurdnios pds-sinapticos com consequente redugdo dos sintomas de
ansiedade.

A composi¢cao da membrana celular também desempenha papel crucial na
fisiopatologia da ansiedade, sendo sua fluidez e funcionamento dependentes dentre
outros fatores, dos acidos graxos que a compde (MOREIRA, et al. 2002). Os acidos
graxos poliinsaturados (AGPI), conferem a estas, integridade, além de permitirem
melhor atividade de enzimas neurais, sintese e liberacdo de neurotransmissores,
sendo seu consumo indispensavel durante a fase critica de desenvolvimento, onde
ocorre intensa formacgao do SN (MULLER et al. 2015).

3.2 MODELOS EXPERIMENTAIS PARA AVALIACAO DO COMPORTAMENTO DE
ANSIEDADE

A ansiedade é caracterizada por um sentimento de medo e apreenséo, a qual
ocasiona uma tensao ou incomodidade a exposigdo do ser humano a algo estranho
ou desconhecido (FERNANDES et al., 2017). No que diz respeito aos modelos
experimentais, os roedores sao condicionados a sentirem o0 mesmo estimulo e, para
tanto, sdo utilizados testes especificos para mensuragdo do comportamento, a
exemplo do campo aberto, labirinto em cruz elevado e caixa claro escuro (Allen,
1995; Swedo, 1994).

O teste do Campo Aberto (CA) tem como objetivo verificar a resposta dos
roedores frente a novidade, através do comportamento exploratério (HALL, 1934).

Neste tipo de teste, os roedores sao expostos a uma arena delimitada com
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quadrantes, sendo os parametros analisados: a ambulagao, que é verificada através
do numero de cruzamentos que o animal faz com as quatro patas (quanto maior o
numero de ambulagcées menor o nivel de ansiedade do animal); o rearing que
corresponde ao numero de vezes que o animal realiza o comportamento de levantar,
comportamento este caracterizado como exploratorio (quanto maior o numero de
rearing menor o nivel de ansiedade do animal); e por fim o grooming, caracterizado
como comportamento de auto limpeza, sendo este comportamento mais evidente
em animais ansiosos (WHIMBEY & DENENBERG, 1967; ASANO, 1986; CRUSIO et
al., 1989).

Quanto ao Labirinto em Cruz Elevado (LCE), este € um teste comumente
utilizado para aferir a ansiedade de ratos ou camundongos e consiste em um
labirinto em forma de cruz com 4 bragos de tamanhos iguais, sendo dois deles
delimitados por paredes os quais recebem o nome de bragos fechados e dois deles
sem as paredes, sendo estes os bragos abertos. Além das caracteristicas citadas,
este aparato € posicionado a 50 centimetros do chao, sendo este dispositivo
totalmente aversivo para o animal (HOGG, 1996; CAROBREZ; BERTOGLIO, 2005).
A verificagdo da ansiedade no LCE é estabelecida pelo numero de entradas e
permanéncia dos animais em ambos os bragos (FILE, 2001). A entrada e
permanéncia dos roedores nos bragos abertos, por exemplo, refletem uma
diminuicao da ansiedade, tendo em vista que esses animais possuem preferéncia
por lugares fechados e escuros (ARANTES, 2016). Outro parametro relacionado ao
efeito ansiolitico é a capacidade do animal em explorar o precipicio, sendo este
efeito mensurado através do parametro mergulho de cabeca (MARTINEZ, 2005).

Em relagdo ao efeito ansiogénico, uma das caracteristicas que esses
roedores apresentam quando expostos ao LCE é o tempo de permanéncia e numero
de entradas nos bracos fechados. Este estimulo ocorre, devido ao ambiente fechado
proporcionar ao animal maior seguranga (MORATO, 2006). Ja o tempo de
permanéncia do animal na area central se configura como um comportamento de
verificacao de risco, 0 que é comum para o animal exposto a um ambiente/aparelho
novo (RODGERS, et al. 1997; MOBBS, et al. 2007).

Comportamentos ansioliticos/ansiogénicos podem também ser mensurados
através do teste da Caixa claro-escuro que consiste em uma caixa dividida em dois
compartimentos, sendo um claro e outro escuro, delimitado por uma parede com

uma pequena abertura no meio a qual permite que haja a transigdo do animal entre
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os compartimentos (WEHRMEISTER, 2010; SOUTO MAIOR, 2011). Roedores tem
como preferéncia lugares escuros, como citado no teste do LCE, porém, quando a
dieta/droga exerce efeito ansiolitico no organismo do animal, o tempo de
permanéncia no compartimento claro aumenta significativamente (PELLOW, et al.,
1985).

Diante do exposto, todos os testes citados permitem avaliar, entre outros
fatores, as respostas dos animais a novidade e a emocionalidade, podendo estes
parametros serem correlacionados com comportamentos de ansiedade (BECERRA,
2004).

3.3 IMPACTO DOS LIPIDIOS DIETETICOS NO SISTEMA NERVOSO

A génese do sistema nervoso inicia-se no periodo do desenvolvimento
embrionario, através de diferenciagdo das células do ectoderma (LAGERCRANTZ,
2016). Este periodo é critico para a formacdo do tecido nervoso e depende de
nutrientes especificos como os lipidios para a formagdo das membranas celulares
que compdem este sistema (MENNINTTI, 2015).

Esta fase ¢é descrita por alguns autores como periodo critico de
desenvolvimento, onde ocorre intensa atividade neuronal que compreende a
neurogénese, gliogénese, migracdo e diferenciacdo celular, mielinogénese,
formacao das sinapses e a sintese e liberagdo de neurotransmissores (CLANDININ,
1999; SCHIEFERMEIER, YAVIN, 2002), de modo que a limitagdo/deficiéncia da
ingestdo materna de lipidios dietéticos podem ocasionar danos irreparaveis no
desenvolvimento de algumas estruturas do feto, com consequéncias que podem
perdurar até a vida adulta (KUS; MANCINI-FILHO, 2010).

O tipo de acido graxo ofertado durante esse periodo interfere também de
forma direta na saude do feto. Diversos estudos tém evidenciado, por exemplo, que
a ingestao de acidos graxos saturados e trans durante a gestacao e lactacédo estao
correlacionados a efeito ansiogénico na prole (BAKHTIYARI, et al. 2012;
YANNAKOULIA, 2008). Sendo assim, importa ressaltar que a qualidade dos lipidios
ingeridos pela mae determinara o tipo de acido graxo que ira se acumular no tecido
fetal (YETIMLER, 2012; INNIS, 2014).

Dentre os lipidios que participam do desenvolvimento cerebral, estdo os AG

saturados como o acido graxo palmitico (C16:0) da série dmega 7; os AG



22

monoinsaturado como o acido oleico (C18:1) da série 6mega 9 e os AG
poliinsaturados como o a-linolénico (18:3 w-3) e a-linoléico (18:2 w-6), que sao
precursores dos acidos graxos poliinsaturados de cadeia longa (AGPI-CL), e
originam os acidos araquidbnico - ARA (20:4 w-6), eicosapentaenoico - EPA (20:5
w-3) e docosahexaenodico - DHA (22:6 w-3), sendo estes sintetizados no reticulo
endoplasmatico liso, especialmente no figado, através de biorreagbes de
alongamento da cadeia de carbono e dessaturacdo (ANDRADE, CARMO, 2006).

Ja é fortemente reconhecido na literatura o papel do DHA na fisiologia do
cérebro, este, desempenha papel crucial na neurogénese, formagéo e transmissao
de sinapses, integridade neuronal, expressdo génica e metabolismo da glicose no
cérebro, além do desenvolvimento cognitivo (SALEM et al.,, 2001). Estudos em
roedores tém demonstrado que o esgotamento desse acido graxo juntamente com o
do acido araquidénico (ARA) esta correlacionado com disturbios psiquicos (CHEN;
SU, 2012). Por outro lado, a oferta adequada de AG do tipo dmega 3 parece
modular positivamente o funcionamento cerebral, sendo um importante fator na
reducao da sintese de citocinas proé-inflamatdrias, sendo estes um dos componentes
envolvidos na génese da ansiedade e depressao (FERNANDES, 2017).

Diante dos fatos, entende-se que a composicdo lipidica do tecido cerebral
influéncia substancialmente a percepgédo subjetiva, comportamento emocional e
humor (MULLER et al., 2015) e, que esta composi¢cao pode ser modulada durante a
fase intra e extrauterina (MENNINTTI, 2015).

3.4 ABACATE COMO FONTE DE NUTRIENTES ESSENCIAIS

O abacate (Persea americana Mill) € considerado uma fruta energética de alto
valor nutricional, pertence a familia Lauraceae, género Persea. Destaca-se por ser
rico em macro e micronutrientes, apresentado em sua composi¢cao cerca de 15,4%
de lipideos, 8,64% de carboidratos, 1,96% de proteina, além de vitaminas A, C, E,
K1, B2, B3, B5 e B6 (DREHER, 2013; USDA, 2015). Por possuir quantidades
significativas de lipidios, da sua polpa é possivel extrair o 6leo, que € composto
principalmente de acido graxo monoinsaturado oleico (w-9), acido graxo saturado
palmitico (w-7) e o acido graxo poli-insaturado linoléico (LA, w-6) (FLORES et al.,
2014).
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Muitas s&o as evidéncias que conferem ao fruto potencial medicinal, sendo os
beneficios a saude conferidos pelos acidos graxos, tocoferdis e fitoesterois
presentes em sua composicdo (SANTOS et al.,, 2014). Dentre o perfil de
antioxidantes que a matriz apresenta, os carotenoides estdo em maior proporgao.
Pesquisas tem apontado influéncia deste componente na fungédo cognitiva, devendo
ser ofertado durante a fase critica do desenvolvimento (LIMA et al., 2019). Na
lactacdo, as concentracbes de carotenoides encontram-se reduzidas, devendo a
demanda ser aumentada através da suplementagdo materna (COMERFORD et al.,
2016; JOHNSON, 2014).

O fruto do abacateiro também apresenta quantidades significativas de
folato/acido fdlico, sendo este um nutriente indispensavel para a formacgédo do
sistema nervoso fetal e redugcao dos riscos de defeitos congénitos. Durante o
periodo intrauterino ocorre um aumento nos requerimentos de folato, devido a
formacdo e diferenciacdo celular para a sintese do tecido nervoso (DREHER;
DAVENPORT, 2013; FULGONI; DREHER; DAVENPORT, 2013).

Diante disso, estudos recentes tém sugerido o abacate como fonte de
nutricio em potencial para gestantes e lactantes, uma vez que possui em sua
composi¢cao quantidades significativas de antioxidantes e gorduras monoinsaturadas
(CZEIZEL et al., 2000; PEREIRA, 2018). Segundo Ammer (2016) e Comeford e
colaboradores (2016), a ingestdo materna destes componentes apresentam
impactos positivos na pré e pos concepcao, modulando ndo sé o SN da prole, como
também o perfil fisioloégico e bioquimico (MENNITTI, 2015).

Apesar de todas as evidencias citadas, na literatura existe ainda uma
escassez de estudos que investiguem de forma minuciosa o impacto do consumo
materno do abacate na saude da prole a curto e longo prazo, devendo ser realizado
mais estudos a fim de se compreender a atuacdo dos seus principais nutrientes na

formacéo do SN, bem como, na modulacdo do comportamento de ansiedade.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 ABACATE (Persea americana mill.)

O abacate (Persea americana Mill.), da variedade Hass, foi escolhido devido
seu conteudo lipidico e por ser a variedade mais utilizada para exportacdo. Os frutos
utilizados na pesquisa foram colhidos em margo de 2017, na Fazenda Jaguacy
Avocado Brasil®, localizada no municipio de Bauru, Sdo Paulo, de acordo com as
coordenadas geograficas de latitude 22°19°18™"S, longitude 49°04°13"'W e 526 m de
altitude. Do mesmo lote coletado, parte dos frutos foi utilizada para extragao do dleo,
na propria fazenda, e outra parte foi transportada para a Empresa Terroni
Liofilizag&do®, localizada em S&o Carlos, Sdo Paulo, para obtengéo do pé liofilizado
da polpa.

O dleo foi extraido da polpa do abacate com a utilizagdo de uma centrifuga de
trés fases (Centrifuga Gratt modelo GMT 400, Capinzal/SC, Brasil), na rotacado de
3500 rpm, onde o 6leo, agua e os solidos foram separados. Em seguida, a fase 6leo
passou por decantador e filtro prensa (Ecirtec - modelo FPE 25/10, Bauru/SP,
Brasil), envase a vacuo em vidro &mbar e armazenado sob temperatura ambiente.

Para transformacgao da polpa em po liofilizado, esta foi inicialmente removida
e levemente amassada com as maos e ultracongelada por 24 h sob temperatura de -
5 a -25 °C e posteriormente liofilizada durante 44 h no Liofilizador Modelo LH0601-B
(Terroni®, S&ao Carlos, SP/Brasil), em etapas sequenciais e distintas de
descongelamento e pressdo a vacuo. A pressao inicial foi de 200 a 300 uyHg e o
vacuo final foi de 8uHg. A temperatura do condensador variou entre -50 a -57° C.
Apos liofilizagcdo o pd foi embalado em embalagens individuais metalizadas e
laminadas com capacidade para 100 g.

Apos a obtencdo do doleo e do pd liofilizado do abacate, ambos foram
enviados para o Laboratorio de Nutricao Experimental da Universidade Federal de
Campina Grande - LANEX / UFCG, os quais foram administrados nos animais

através de gavagem.

4.2 ANALISE DA COMPOSICAO DE ACIDOS GRAXOS PRESENTES NO OLEO E
NA POLPA DO ABACATE (Persea americana mill.)
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Os perfis de acidos graxos de do 6leo e da polpa do abacate foram
analisados conforme metodologia descrita por Folch, Less e Stanley (1957) e
Hartman e Lago (1973).

4.2.1 Extracao lipidica

Foram pesados 2g de cada amostra em béquer de 50 mL (amostra umida) e
adicionado 30 mL da mistura cloroformio:metanol (2:1). Apds essa adicdo foi feita a
transferéncia do conteudo para um recipiente de vidro fundo com as laterais
cobertas com papel aluminio e foi feita a agitagdo por 2 minutos com auxilio do
triturador. O triturado foi filtrado em papel de filtro qualitativo para uma proveta de
100 mL com boca esmerilhada. Em seguida, as paredes do recipiente foram lavadas
com mais 10 mL da mistura cloroférmio:metanol que também foi filtrado junto com o
volume anterior.

Com a proveta tampada, foi anotado o volume do extrato filtrado da proveta e,
posteriormente foi adicionado 20% do volume final do extrato filtrado, de sulfato de
sédio a 1,5%. Em seguida a proveta foi fechada, a mistura agitada e se deixou
separar as fases.

Observou-se que a fase superior ficou com aproximadamente 40% e a inferior
com 60% do volume total. O volume da fase inferior foi anotado e, em seguida, a
fase superior foi descartada por sucgao com pipeta graduada. Para quantificacdo
dos lipideos, foi tomada uma aliquota de 5 mL do extrato (fase inferior) com pipeta
volumétrica e transferida para um béquer previamente tarado. Esse béquer foi posto
em estufa a 105°C para que a mistura de solventes fosse evaporada, tendo cuidado
para que a gordura nao fosse degradada pelo calor. Aguardou-se o resfriamento em
dessecador, o béquer foi pesado e obteve-se, por diferenca, o peso do residuo de
gordura (FOLCH; LESS; STANLEY, 1957).

4.2.2 Transesterificagao de acidos graxos

No tratamento das amostras, a metilagdo dos acidos graxos presentes nos
extratos lipidicos foi realizada seguindo a metodologia descrita por Hartman e Lago
(1973). Tomou-se uma aliquota do extrato lipidico, calculada para cada amostra, de
acordo com a concentragdo de gordura encontrada na quantificagdo lipidica,

realizada pelo método de Folch, Less e Stanley (1957), adicionando-se 1 ml do
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padrao interno (C19:0) e a solugdo de saponificacdo (KOH). Posteriormente, essa
solugao foi levada para aquecimento em refluxo por 4 minutos. Imediatamente apos
esse tempo, foi adicionada a solugao de esterificagdo, deixando a solugdo por mais
3 minutos em aquecimento e refluxo. Logo apds, deixou-se a amostra esfriar para as
subsequentes lavagens com éter, hexano e agua destilada, obtendo-se, ao final, um
extrato (com os ésteres metilicos e os solventes), que foi acondicionado em vidro
ambar, devidamente codificado até secagem completa dos solventes. Apds a
secagem, fez-se a suspensdo em 1 ml de hexano e o acondicionamento no vial para
cromatografia gasosa, para posteriores analises cromatograficas. As aliquotas das
solucbes de saponificacdo e esterificacdo foram determinadas conforme

metodologia descrita por Hartman e Lago (1973).

4.2.3 Analise em cromatografia gasosa

Foi utilizado um cromatografo gasoso (VARIAN 430-GC, Califérnia, EUA),
acoplado com coluna capilar de silica fundida (CP WAX 52 CB, VARIAN, California,
EUA) com dimensdes de 60 m x 0,25 mm e 0,25 ym de espessura do filme. Foi
utilizado o hélio como gas de arraste (vazao de 1mL/min). A temperatura inicial do
forno foi de 100 °C, com programacéao para atingir 240 °C, aumentando 2,5 °C por
minuto, permanecendo por 30 minutos, totalizando 86 minutos de corrida. A
temperatura do injetor foi mantida em 250 °C e a do detector em 260 °C. Aliquotas
de 1,0 yl do extrato esterificado foram injetadas em injetor tipo Split/Splitless. Os
cromatogramas foram registrados em software tipo Galaxie Chromatography Data
System.

Os resultados dos acidos graxos foram quantificados por integracéo das

areas dos ésteres metilicos e expressos em percentual de area.
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Tabela 1: Composig¢ao do acido graxo do 6leo de abacate e polpa liofilizada (Persea

americana Mill.): Variedade Hass.

ACIDOS GRAXOS 100g"

Abacate Oleo Abacate Polpa
SATURADOS
Acido palmitico (C16:0) 22,80 22,41
Acido estearico (C18:00)) 0,60 0,64
Acido araquidénico (C20:0) 0,07 0,06
Acido Lignocerico (C20:4) 0,07 0,08
Total 23,54 23,19
MONOINSATURADOS
Acido palmitoleico (C16:1w-7) 12,98 13,40
Acido heptadeacendico (C17:1w-7) 0,10 0,09
Acido oleico (C18:1w-9) 45,92 41,66
Acido gonddsico (C20:1w-9) 0,16 0,14
Total 59,16 55,29
POLINSATURADOS
Acido linoleico (C18:2w-6) 12,10 13,11
Acido a-linolénico (18:3w-3) 0,72 0,81
Total 12,82 13,93

4.3 ANALISE DE COMPOSTOS ANTIOXIDANTES PRESENTES NO OLEO E NA
POLPA DO ABACATE (Persea americana mill.)

4.3.1 Extragao

Os constituintes do 6leo e da polpa do abacate foram extraidos com 80:20
MEtOH:H20 v/v e avaliados quanto a capacidade de remocao de ABTSe, atividade
redutora férrica (FRAP), flavonoides e fendlicos totais. Foi colocado em um tubo de
ensaio um grama de abacate triturado e posteriormente adicionado 10 mL de
solvente. O tubo de ensaio foi submetido a temperatura ambiente durante 24 horas e
apos a filtracdo, o volume foi completado para 10 mL com o solvente de extracéo e
armazenado em um congelador (-18° C) até o momento da analise. Todas as

extragcbes foram realizadas em triplicata.
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4.3.2 Determinacgao do Teor de Compostos Fendlicos Totais

Para mensurar o total de compostos fendlicos presentes na amostra, utilizou-
se metodologia descrita por Liu et al. (2002) com pequenas adaptagbes. A
absorbancia do extrato foi comparada com uma curva padrao de acido galico para
estimar a concentragao do teor de compostos fendlicos na amostra. Os resultados
foram expressos em miligramas equivalentes de acido galico/100g do abacate (mg
EAG/100g).

4.3.3 Determinagao de flavonodides totais

O teor de flavonodides totais foi medido utilizando o ensaio colorimétrico
desenvolvido por Zhishen; Mengcheng; Jianming (1999). A absorbancia do extrato
foi comparada com uma curva padrao de catequina para estimar a concentragao dos
teores de flavondides na amostra. O teor de flavonoides totais foi expresso em mg

equivalente de catequina/100g do abacate (mg EC/ 100g).

4.3.4 Atividade antioxidante - método FRAP

O método FRAP foi realizado de acordo com Benzie & Strain (1999), com
modificagdes propostas por Pulido, Bravo e Saura Calixto (2000). A solugdo de
FRAP foi usada como reagente de referéncia e a absorbancia foi lida a nm. Os
resultados foram expressos em pmol de equivalentes de trolox por grama do

abacate em base seca (umol TE / g-1).

4.3.5 Atividade antioxidante - método ABTS

O método ABTS foi realizado de acordo com a metodologia descrita por
Surveswaran et al. (2007), com modificagdes. Os resultados foram expressos em
pmol de equivalente de trolox por grama do abacate em base seca (umol TE / g-1).
Onde Ao € a absorbancia do controle e como é a absorbancia da amostra. A
concentragdo efetiva apresentou 50% de atividade de inibicdo radical (IC50),
expressa em mg extrato / mL, a qual foi determinada a partir do grafico da atividade
sequestradora de radicais livres (%) contra a concentragao do extrato.
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Tabela 2. Teor total de fendlicos, flavonodides e atividade antioxidante do éleo e da
polpa de abacate.

Abacate Polpa Abacate Oleo
Fendlicos totais (mg GAE/100g) 64.61 (x4.71) 49.50 (x0.00)
Flavonoides totais (mg CE/100g) 39.38 (£0.00) 33.75 (£0.00)
Carotendides totais (mg/1009) 84.00 (x£0.00) 9.87 (£0.83)
Atividade Antioxidante
FRAP (umol TE/g) 0.08 (+0.00) 0.03 (x0.00)
ABTS (umol TE/g) 2.02 (+0.66) 0.17 (x0.06)
ICs0 (mg/mL) 59.86 (22.03) 443.99 (78.82)

GAE: Equivalente de acido galico; CE: equivalente a catequina; FRAP: atividade redutora de ferro;
ABTS: capacidade de eliminagéo de radicais; TEAC: equivalente Trolox; DP: desvio padrao

4.4 ANIMAIS E GRUPOS EXPERIMENTAIS

Foram utilizadas 24 fémeas da linhagem Wistar, provenientes do Laboratério
de Nutricdo Experimental da Universidade Federal de Campina Grande - LANEX /
UFCG, com idade de 90 dias e peso de 250 + 50 g para obtencao da prole. As
fémeas foram acasaladas na propor¢cdo de duas fémeas para cada macho. Apos
confirmacado da prenhez, os animais foram alojados em gaiolas individuais de
polipropileno (60 cm de comprimento, 50 cm de largura e 22 cm de altura), mantidos
em condi¢bes padrao de laboratorio (temperatura 22 £ 1 ° C, umidade 65 + 5%, luz /
ciclo escuro de 12/12 horas - luz artificial das 6:00 as 18:00) e divididos em trés
grupos: Controle (CG) - suplementado com agua destilada; Grupo Oleo de Abacate
(OA) — suplementado com 3.000 mg de éleo de abacate / kg de peso de animal; e
Grupo Polpa de Abacate (PA) - tratado 3.000 mg da polpa de abacate liofilizada / kg
de peso de animal. A Gavagem foi administrada a partir do 7° dia de gestacao até o
21° dia de lactagao. A racao padrao (Presence Purina®, Sao Paulo, Brasil) e a agua
foram oferecidas ad libitum. Apés o desmame, a prole também passou a receber

racao padrao até a idade adulta.

4.5 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Os animais foram submetidos aos testes de comportamento de ansiedade
aos 42 (fase da adolescéncia) e 87 (fase adulta) dias de vida, conforme indicado na

figura 1.
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Figura 1. Protocolo experimental. Sequéncia dos testes experimentais realizados com a prole de
ratas Wistar suplementadas com 6leo e polpa de abacate (3.000 mg de 6leo de abacate / kg de peso
de animal) durante a gestagdo e lactagdo. CA: Teste de Habituagdo ao Campo aberto; LCE: Labirinto
em Cruz Elevado; CCE: Caixa Claro-escuro.

4.6 TESTES COMPORTAMENTAIS

4.6.1 Teste do Campo Aberto

O campo aberto € um instrumento para testar comportamento de ansiedade e

atividade exploratdria, a fim de verificar os efeitos de ambientes ndo familiares sobre
a emocionalidade em ratos (PRUT; BELZUNG, 2003; SANTOS, 2008). O teste foi

realizado com ratas Wistar no periodo pés-lactacdo. Cada animal foi inserido no

centro do aparelho e observado durante 10 minutos. Foram avaliados parametros

como: ambulagdo (numero de cruzamentos dos segmentos pelo animal com as

quatro patas), numero de comportamentos de levantar (rearing) e tempo de
comportamentos de autolimpeza (grooming) (MONTGOMERY, 1955 apud SANTOS,
2008, RACHETTI et al., 2012). As sessOes foram filmadas e posteriormente

analisadas. O aparelho foi higienizado com uma solugédo de 10% de alcool apds

cada sessao de comportamento.

4.6.2 Teste do Labirinto em Cruz Elevado (LCE)
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O LCE é comumente usado como modelo n&o condicionado de ansiedade em
roedores (FLINT, 2003; BRADLEY et al., 2007). O LCE constitui um aparato formado
por dois bragos fechados e dois bragos abertos perpendiculares aos primeiros, uma
area central, sendo este elevado do solo. O animal foi posto no centro do aparelho,
sempre pelo mesmo pesquisador, com o focinho voltado para o brago fechado
direito. Durante 5 minutos, analisou-se a frequéncia de entradas nos bracos
fechados e abertos, o tempo gasto em cada brago e no centro do aparelho.

Além disso, também foi contabilizada a quantidade de mergulhos da cabeca
do animal nos bragos abertos. A cada animal testado, o labirinto foi higienizado com
alcool a 10%. As sessdes foram filmadas e posteriormente analisadas. O aparelho
foi higienizado com uma solucdo de 10% de alcool apds cada sessdo de

comportamento.

4.6.3 Teste da Caixa Claro-escuro

A caixa de transicdo claro-escuro mede a ansiedade incondicionada e
comportamento exploratério em roedores (BOURIN; HASCOET, 2003). O aparato
feito de acrilico (45 X 27 X 27cm) é dividido em dois compartimentos, sendo um
escuro (18 X 27cm) e outro claro (27 X 27cm). Os animais foram colocados no
centro do compartimento claro, com o focinho voltado para o compartimento escuro,
sendo mantidos no parelho por 5 min para livre exploracdo. As sessdes foram
filmadas e posteriormente analisadas. Os comportamentos avaliados foram o tempo
de permanéncia do animal em cada um dos compartimentos. Ao fim de cada sessao
o aparelho foi higienizado com uma solu¢gdo de 10% de alcool, uma vez que a
sujeira na caixa claro-escuro compromete o componente neofébico associado ao

aparato.

4.7 ANALISE ESTATISTICA

Para a analise dos resultados, foram levados em consideracao os valores de
meédia e erro padrdo da meédia, tendo sido usado o teste T-student, levando em
consideragao o nivel de significancia para rejeicao da hipétese nula de p<0,05. O

programa estatistico usado foi o GraphPad Prism, versao 7.0.
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4.8 ASPECTOS ETICOS

O estudo recebeu a aprovagdo do Comité de Etica para Uso Animal da UFCG
sob certificagcdo de n° 006 — 2017 Toda a pesquisa foi conduzida estritamente de
acordo com as recomendacgdes éticas do Instituto Nacional de Saude Bethesda
(Bethesda, EUA) sobre cuidados com animais. O abacate utilizado na

suplementacgao foi registrado no SisGen, sob protocolo de n°® A737D56.
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5 RESULTADOS

5.1 CAMPO ABERTO (CA)

5.1.1 T45 (Fase da adolescéncia)

Aos 45 dias de vida, os animais foram submetidos ao teste do campo aberto
para analise da ambulagcao, que se refere ao numero de cruzamentos que o animal
realiza com as quatro patas sobre o quadrante; rearing que € o numero de vezes
que o animal realiza o comportamento de levantar e grooming que consiste no
tempo de autolimpeza do animal (MONTGOMERY, 1955 apud SANTOS, 2008,
RACHETTI et al., 2012). Conforme os resultados expressos no grafico A ndo se
observou diferenca estatistica significativa entre os grupos quanto ao numero de
cruzamentos na plataforma (ambulacdo). Em relagcdo ao tempo de autolimpeza
(grooming), pode-se perceber que os animais pertencentes ao grupo éleo (15,25
+3,33) e polpa (14,72; +1,62) apresentaram resultados menores, quando
comparados aos animais do grupo controle (24,5 +2,54) (Figura 1B) (p <0.05).
Quanto ao numero de levantadas (rearing), foi possivel observar diferenca
estatistica entre os animais do grupo 6leo (21,44 +1,94) e polpa (21,18 13,28)
quando comparados ao grupo controle (29,9 +4,84) (Figura 1C) (p<0,05).
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Figura 2 - Teste do Campo Aberto (CA) realizado com animais em fase de adolescéncia (T45),
provenientes de ratas tratadas durante a gestacdo e lactagcdo com oleo e polpa de abacate. Grupo
controle (GC) - suplementado com agua destilada (n=14); Grupo éleo de Abacate (OA) -
suplementado com 3.000 mg de dleo de abacate / kg de peso de animal (n=15); e Grupo Polpa de
Abacate (PA) - tratado 3.000 mg da polpa de abacate liofilizada / kg de peso de animal (n=15). Figura
A: ambulacdo - numero de cruzamentos do animal pelos quadrantes do aparato. Figura B: levantadas
(rearing) — numero de vezes que o animal ficou com as patas dianteiras levantadas. Figura C:
autolimpeza (grooming): tempo que o animal passou se auto limpando. Valores expressos em média
e erro padrao (EP). Teste estatistico Anova One Way seguido por Tukey, (p <0,05). *versus o grupo
controle #versus grupo o6leo.
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9.1.2 T90 (Fase Adulta)

Na fase adulta pode-se observar diferenca estatistica significativa em relacéo
a ambulagcao, onde os animais pertencentes ao grupo polpa apresentaram maior
numero de cruzamentos na plataforma (60,2 £5,79) em relacdo aos animais dos
grupos oleo (38,67 +£6,48) e controle (51,64 +£5,57) (Figura 2A) (p <0.05). Quando
analisados os parametros de autolimpeza e numero de levantadas nao se observou

diferenca estatistica entre os grupos.
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Figura 3 - Teste do Campo Aberto (CA) realizado com animais em fase adulta (T90), provenientes de
ratas tratadas durante a gestacdo e lactacdo com éleo e polpa de abacate. Grupo controle (GC) -
suplementado com agua destilada (n=14); Grupo 6leo de Abacate (OA) — suplementado com 3.000
mg de éleo de abacate / kg de peso de animal (n=15); e Grupo Polpa de Abacate (PA) - tratado 3.000
mg da polpa de abacate liofilizada / kg de peso de animal (n=15). Figura A: ambulacéo - nimero de
cruzamentos do animal pelos quadrantes do aparato. Figura B: levantadas (rearing) — numero de
vezes que o animal ficou com as patas dianteiras levantadas. Figura C: autolimpeza (grooming):
tempo que o animal passou se auto limpando. Valores expressos em média e erro padrao (EP). Teste

estatistico Anova One Way seguido por Tukey, (p <0,05). *versus o grupo controle #versus grupo
éleo.

5.2 LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO (LCE)
5.2.1 T45 (Fase da adolescéncia)

O LCE é comumente utilizado como modelo nao-condicionado de ansiedade
em roedores (FLINT, 2003; BRADLEY et al., 2007). Na fase da adolescéncia os
animais foram expostos a este aparato para avaliacdo dos seguintes parametros:
tempo gasto e a frequéncia de entradas nos bragos abertos, tempo na area central e
mergulho de cabeca. Ao analisarmos os dados pode-se observar que nao houve
diferenca estatistica em relacdo ao numero de entradas pelos animais no brago
aberto do aparato (Figura 3A). No que se refere ao tempo de permanéncia nos
bracos abertos, os animais do grupo 6leo (11,43 +3,99) e polpa (9,43 +4,08)

apesentam resultados inferiores quando comparados ao grupo controle (30,67
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+16,72) (Figura 3B) (p<0,05). Quanto ao tempo de permanéncia na area central,
verificou-se que os animais do grupo oleo (68 +1547) e polpa (26,6 +8,14)
permaneceram por menos tempo em relacdo aos animais do grupo controle (60,2
1+5,79). Quando avaliados os grupos experimentais entre si, observou-se diferenca
significativa ente o grupo polpa (26,6 £8,14) que permaneceu por menos tempo na
area central quando comparado ao grupo oleo (68 £15,47) (Figura 3C) (p<0,05). No
que diz respeito ao mergulho de cabeca nao se observou diferenca estatistica entre
os animais dos grupos 6leo e polpa quando comparados ao grupo controle. Porém,
ao avaliarmos o grupo 6leo e polpa, observamos reducao significativa deste
parametro nos animais tratada com polpa de abacate (11,72 +1,10) em relacdo aos

animais tratados com o6leo (13,08 +2,31) (Figura 3D) (p<0,05).
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FIGURA 4 — Teste do Labirinto em Cruz Elevado (LCE) realizado com animais em fase de
adolescéncia (T45), provenientes de ratas tratadas durante a gestacao e lactacdo com 6leo e polpa
de abacate. Grupo controle (GC) - suplementado com agua destilada (n=14); Grupo éleo de Abacate
(OA) — suplementado com 3.000 mg de dleo de abacate / kg de peso de animal (n=15); e Grupo
Polpa de Abacate (PA) - tratado 3.000 mg da polpa de abacate liofilizada / kg de peso de animal
(n=15). Figura A: numero de entradas nos bracos abertos. Figura B: tempo de permanéncia dos
roedores nos bracos abertos. Figura C: tempo dos animais na area central. Figura D: mergulhos de
cabeca dos animais nos bracos abertos. Valores expressos em média e erro padrao (EP). Teste
estatistico Anova One Way seguido por Tukey, (p <0,05). *versus o grupo controle #versus grupo
éleo.
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9.2.2 T90 (Fase Adulta)
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FIGURA
5 — Teste do Labirinto em Cruz Elevado (LCE) realizado com animais em fase adulta (T90),
provenientes de ratas tratadas durante a gestacdo e lactagcdo com oleo e polpa de abacate. Grupo
controle (GC) - suplementado com agua destilada (n=14); Grupo éleo de Abacate (OA) -
suplementado com 3.000 mg de dleo de abacate / kg de peso de animal (n=15); e Grupo Polpa de
Abacate (PA) - tratado 3.000 mg da polpa de abacate liofilizada / kg de peso de animal (n=15). Figura
A: nimero de entradas nos bragos abertos. Figura B: tempo de permanéncia dos roedores nos
bracos abertos. Figura C: tempo dos animais na area central. Figura D: mergulhos de cabeca dos
animais nos bracos abertos. Valores expressos em média e erro padrao (EP). Teste estatistico Anova
One Way seguido por Tukey, (p <0,05). *versus o grupo controle #versus grupo oéleo.

Como mostrado na figura, na fase adulta (90 dias de vida), os animais foram
expostos aos LCE e foram analisados os mesmos parametros citados na fase da
adolescéncia. Quanto ao numero de entradas dos animais nos bracos abertos, foi
possivel verificar que os animais pertencentes aos grupos oleo (2,22 +0,97) e polpa
(2,18 +0,87) obtiveram reducao deste pardmetro quando comparados ao grupo
controle (3,78 £1,39) (Figura 4A) (p<0,05). Para o tempo de permanéncia dos
animais nos bracos abertos observamos menor tempo para os animais pertencentes
aos grupos oleo (38,57 £13,96) e polpa (24,55 £10,92) em relacao ao grupo controle
(78,50 £9,18) (Figura 4B) (p<0,05). Quanto ao tempo do animal na area central do
aparato, pode-se observar que o grupo polpa (63,89 +7,86) permaneceu mais tempo

na area central, quando comparada ao grupo 6leo (50,7 +18,86) e ambos os grupos
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experimentais permaneceram menos tempo, quando comparados ao grupo controle
(71,6 £17,13) (Figura 4C) (p<0,05). No que se refere ao mergulho de cabecga, os
animais pertencentes aos grupos 6leo (3,69 +1,31) e polpa (3,4 +0,52) obtiveram
menor numero, quando comparados aos animais do grupo controle (4,89 +1,05)
(Figura 4D) (p<0,05).

5.3 CAIXA CLARO-ESCURO (CCE)
5.3.1 T45 (Fase da adolescéncia)

O CCE também €& um teste comumente utilizado para medir o comportamento
de ansiedade incondicionada e exploratéria em roedores através da analise dos
seguintes parametros: permanecia no compartimento claro, numero de transigao e
numero do comportamento de espreitar. Na fase da adolescéncia os animais foram
expostos e diante da analise dos resultados pode-se observar que em relagado ao
tempo de permanecia no compartimento claro os animais dos grupos grupo 6leo
(93,6 +11,8) e polpa (71,4 +10,3) permaneceram por menos tempo quando
comparados ao grupo controle (114,5 +£10,7). Ao analisarmos apenas 0S grupos
experimentais, foi possivel identificar que os animais do grupo éleo apresentaram
menor tempo em relagdo aos animais do grupo polpa (Figura 5A) (p<0,05). Quanto
ao numero de transicao entre os compartimentos claros e escuros, nao se observou
diferenca estatistica ao comparamos o grupo 6leo e controle, porém ao avaliarmos
0s animais do grupo polpa (14,6 +1,3) observamos reducao significativa deste
parametro em relagcdo aos animais do grupo controle (17,5 %2,0) (Figura 5B)
(p<0,05). Em relagdo ao comportamento de espreitar, também ndo se observou
diferenca estatistica em relagdo aos animais pertencentes ao grupo 6leo quando
comparados aos animais do grupo controle. Contudo, ao avaliarmos este
comportamento comparando apenas os animais do grupo polpa e controle, foi
possivel observarmos um numero maior do comportamento de espreitar nos animais
do grupo polpa (10,1 £1,8); (8,5 +0,9) (Figura 5B) (p<0,05).
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FIGURA 6 — Teste Caixa Claro-escuro (CCE) realizado com animais em fase de adolescéncia (T45),
provenientes de ratas tratadas durante a gestacdo e lactagcdo com oleo e polpa de abacate. Grupo
controle (GC) - suplementado com agua destilada (n=14); Grupo éleo de Abacate (OA) -
suplementado com 3.000 mg de dleo de abacate / kg de peso de animal (n=15); e Grupo Polpa de
Abacate (PA) - tratado 3.000 mg da polpa de abacate liofilizada / kg de peso de animal (n=15). Figura
A: tempo de permanéncia dos animais no compartimento claro da caixa. Figura B - numero de
transicées dos animais. Figura C - niumero de espreitar. Valores expressos em média e erro padrao
(EP). Teste estatistico Anova One Way seguido por Tukey, (p <0,05). *versus o grupo controle
#versus grupo oleo.

9.3.2 T90 (Fase Adulta)
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FIGURA 7 — Teste Caixa Claro-escuro (CCE) realizado com animais em fase adulta (T90),
provenientes de ratas tratadas durante a gestacdo e lactagcdo com oleo e polpa de abacate. Grupo
controle (GC) - suplementado com agua destilada (n=14); Grupo 6leo de Abacate (OA) -
suplementado com 3.000 mg de dleo de abacate / kg de peso de animal (n=15); e Grupo Polpa de
Abacate (PA) - tratado 3.000 mg da polpa de abacate liofilizada / kg de peso de animal (n=15). Figura
A: tempo de permanéncia dos animais no compartimento claro da caixa. Figura B - numero de
transicées dos animais. Figura C - niumero de espreitar. Valores expressos em média e erro padrao
(EP). Teste estatistico Anova One Way seguido por Tukey, (p <0,05). *versus o grupo controle
#versus grupo oleo.

De acordo com a figura 6, na fase adulta, pode-se observar diferenca
estatistica significativa em relacdo ao tempo de permanéncia dos animais no
compartimento claro da caixa, onde, o grupo 6leo (84,6 +13,7) e o grupo polpa (92,1
+27,7) apresentaram menor tempo quando comparados aos animais do grupo

controle (114,0 £27,7) (Figura 6A) (p<0,05). Quanto ao parametro de transicéo, os
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animais pertencentes ao grupo polpa (12,3 £2,4) apresentaram maior numero deste
comportamento quando comparados aos animais dos grupos Oleo (11,9 +24) e
controle (12,1 +2,5) (Figura 6B) (p<0,05). Em relagcdo ao comportamento de
espreitar, os animais dos grupos experimentais apresentaram um maior numero
deste parametro quando comparados aos animais do grupo controle (p<0,05). Ao
avaliarmos apenas os animais dos grupos polpa e 6leo foi possivel verificar redugao
significativa deste comportamento nos animais pertencentes ao grupo polpa (Figura
6C) (p<0,05).
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6 DISCUSSAO

Varios séo os estudos a cerca do impacto da suplementagao de diversos tipos
de acidos graxos e seu efeito sobre a ansiedade em roedores, porém, nota-se na
literatura uma lacuna em relagdo a administracdo desses nutrientes na fase
gestacional e verificagdo de seus efeitos na prole. Neste sentido, com este estudo
objetivamos investigar o comportamento de ansiedade de filhotes cujo as maes
foram suplementadas com 6leo e polpa de abacate durante o periodo de gestacao e
lactagao.

Na literatura foram identificadas iniUmeras pesquisas que buscaram avaliar a
suplementacédo de diversos tipos e doses de oleos em roedores, no entanto nao
foram encontrados estudos relacionados a utilizacdo do 6leo e da polpa de abacate
nesta fase da vida. O abacate (Persea americana Mill.) destaca-se pelo seu
conteudo lipidico, sendo majoritariamente constituido por acidos graxos
monoinsaturados, € em menor proporgdo por acidos graxos saturados e
poliinsaturados (USDA 2015; DREHER; DAVENPORT, 2013).

A quantidade e qualidade dos lipidios dietéticos ofertados durante o periodo
intra e extrauterino é de extrema importancia, pois, determinara o tipo de acido graxo
a se depositar no tecido fetal (YETIMLER, et al. 2012; INNIS, et al., 2014). A
transferéncia desses nutrientes se faz via placenta e leite materno, através de
processos que envolvem mecanismos de difusdo simples e facilitada (INNIS, 2007;
YETIMLER, 2012).

Ao analisarmos os dados referentes ao nosso estudo, pode-se observar que
0s animais suplementados com 6leo e com polpa de abacate apresentaram
comportamento ansiogénico na fase da adolescéncia e na fase adulta (T45 e T90)
quando comparados aos animais do grupo controle, sendo uma justificativa
plausivel, a quantidade limitada do acido graxo linolénico (w-3), presente tanto no
6leo quanto na polpa de abacate, ofertado as maes durante o periodo critico de
desenvolvimento.

De acordo com Miller e colaboradores (2015), a redugdo do suprimento
dietético de acidos graxos poliinsaturados do tipo w-3, reduz consequentemente os
niveis deste componente do tecido cerebral, estando esta diminuicio relacionada a

desordens neuropsiquiatricas, incluindo transtornos de ansiedade. Corroborando
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com tais achados, alguns estudos pré-clinicos utilizando modelos animais
evidenciaram que dietas deficientes em PUFAS na gestacdo e lactagdo possui
relagdo direta com sintomas ansiogénicos, bem como com comportamento social
anormal, na prole adulta (LAFOURCADE et al., 2011; LARRIEU et al., 2012, 2014,
2015; BONDI et al., 2014).

Uma das hipéteses que norteiam os estudos em relacdo a ansiedade séo as
variagdes abruptas nos niveis de serotonina. Segundo Graeff (1996), na substancia
cinzenta periaquedutal (SCP), essas variagbes estao relacionadas a emissao de
comportamento do tipo ansiogénico. Em estudo desenvolvido por Barbosa e
colaboradores (2018), cujo objetivo foi avaliar o efeito do 6leo de peixe sobre a
sintese de serotonina na SCP, foi possivel verificar que a suplementagao esteve
correlacionada com a reducgéo dos niveis deste neurotransmissor, com consequente
diminuicdo do comportamento de ansiedade pelo animal, sugerindo assim, que os
acidos graxos poliinsaturados (w-3) podem modular o sistema serotoninérgico.

Liu et al., (2013), em estudo de revisao constatou que diversas pesquisas
apontam que os PUFAs (w-3) e seus metabdlitos desempenham fungdes fisiologicas
significativas no organismo, dentre estas, regulagdo da expressdo genica e a
responsividade da membrana celular, agindo como segundos mensageiros e
equilibrando processos proé e anti-inflamatérios. Corroborando com tais achados,
pesquisa desenvolvida por Figueiredo (2009), revelou que o acido graxo linolénico
(zw-3) reduz a producao de citocinas pro-inflamatorias, estando estas relacionadas
com sintomas caracteristicos de ansiedade e depressdo. Todos os aspectos
abordados até o momento coincidem com os resultados encontrados em nosso
estudo (efeito ansiogénico na prole), uma vez que a fonte lipidica ofertada as maes,
durante o periodo critico de desenvolvimento apresentam teores insuficientes de
acido graxo linolénico (w-3).

Vale ressaltar que a deficiéncia de PUFAs (w3) no periodo intrauterino,
juntamente a outros fatores estressores pode favorecer a génese da ansiedade
materna (MATHIEU et al., 2011). Este comportamento durante a gestacao favorece
a liberagao de glicocorticoides pelo eixo Hipotalamo Pituitaria Adrenal (HPA), sendo
os componentes formados transferidos ao feto, através da via transplacentaria,
ocasionando assim comportamento ansiogénico na prole (PINTO et al., 2017).

O Sistema Nervoso é constituido majoritariamente pelos lipidios que compde

as células deste sistema (MONTANARI, 2016). Estes por sua vez, podem ao longo
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do tempo sofrer agdo das espécies reativas de oxigénio (EROs), comprometendo a
integridade e fluidez da membrana celular, além de ocasionar danos a nivel de DNA
e proteinas (MAGDER, 2006; VALKO et al. 2007). Todos os aspectos mencionados
parecem contribuir de forma significativa para génese da ansiedade (DA SILVEIRA,
et al. 2016). Neste sentido, o consumo de compostos bioativos com potencial
antioxidante também se faz necessario durante a gestagao, lactacédo e ao longo da
vida.

Diante do exposto, decidimos analisar o conteudo de compostos bioativos
presentes no 6leo e na polpa de abacate. De acordo com os dados obtidos pode-se
observar quantidade significativas de fendlicos totais e carotenoides presente na
polpa desta matriz. Tais resultados possivelmente estao relacionados com a redugao
do comportamento de ansiedade nos animais do grupo polpa quando comparados
aos animais do grupo oleo (p <0.05). Porém, importa ressaltar que os efeitos
encontrados foram casos isolados e ndo refletem um efeito ansiolitico significativo.

LIMA et al., (2019) ao estudarem o efeito do dleo da polpa de frutos de Attalea
phalerata Mart. (matriz rica em carotenoides) em modelos experimentais de
ansiedade e depresséo, verificaram efeito ansiolitico ao expor os animais aos testes
de Labirinto em Cruz Elevado e Esconder Esferas. Os carotendides sao
classificados como os compostos naturais mais reativos frente ao oxigénio singleto
'02 (forma mais deletéria do oxigénio ao organismo). Possui efeito protetor as
membranas celulares por impedirem a acdo desse radical sobre as estruturas
fosfolipidicas presentes na membrana, garantindo assim sua integridade, dindmica e
fluidez (BARREIROS, et al. 2006).

De acordo com Muller (2015), alteracbes na fluidez da membrana celular
exerce efeito direto nos sistemas bioldgicos organicos e podem comprometer a
atividade de proteinas e transducéo do sinal. Quando tais alteracées ocorrem nas
membranas neuronais de células como oligodendrocitos, astrécitos, mielina e
terminagcdes nervosas, podem provocar a perturbacbes neurossensoriais e
comportamentais, como no caso da ansiedade (BOURRE, 2005).

Segundo Chisté e colaboradores (2014), os fitoquimicos dietéticos que sao
responsaveis pela protecao do sistema nervosos central contra o ataque das EROS,
também podem agir como agentes pré-oxidantes moderados, estes, impéem leve
estresse nas células neurais, induzindo assim respostas antioxidantes positivas,

aumentando a capacidade dos tecidos neurais em lidar com o estresse oxidativo.
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Apesar da quantidade significativa de carotenoides e compostos fendlicos
totais presentes na polpa do abacate, ao realizarmos as analises de perfil de acidos
graxos tanto do 6leo quanto da polpa deste fruto, foi possivel verificar um percentual
elevado de acidos graxos do tipo saturado, que confere efeito inverso aos beneficios
proporcionados pelos acidos graxos mono e poliinsaturados. Em sintese a
quantidade elevada de acidos graxos saturados, bem como, a escassez de acido
graxo linolénico (w-3) pode ter contribuido para os resultados encontrados no

presente estudo.
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7 CONSIDERAGOES FINAIS

Conforme os dados obtidos na andlise de cromatografia gasosa, a fim de
identificar o perfil de acidos graxos presentes no 6leo e na polpa de abacate, pode-
se notar que, apesar da matriz possuir majoritariamente acidos graxos do tipo
monoinsaturado, o percentual de saturado se sobressaiu em relagdo a quantidade
de poli-insaturado, sendo possivel também detectar a escassez do acido a-
linolénico (w-3), componente de grande importancia no periodo critico de
desenvolvimento.

Diante dos resultados encontrados neste estudo, pode-se observar que a
oferta do 6leo e da polpa de abacate durante a fase de gestagao e lactagao, induziu
um comportamento ansiogénico na prole, tanto na fase da adolescéncia (T45)
quanto na fase adulta (T90), sendo estes resultados possivelmente reflexo do tipo de
acido graxo ofertado.

Por outro lado, quando avaliamos o perfil antioxidante do fruto, observamos
quantidades significativas de compostos fendlicos totais e carotenoides na polpa,
ambos, com funcdo protetora ao tecido cerebral quanto ao ataque de espécies
reativas de oxigénio. A presencga destes componentes na polpa inferiu em um menor
comportamento ansiogénico na prole provenientes de méaes pertencentes a este
grupo, porém estes resultados se deram de forma isolada e ndo conferem ao
produto caracteristica ansiolitica.

Sendo assim, estudos eletrofisiolégicos, histoldgicos e bioquimicos devem ser
realizados, a fim de sanar todas as lacunas referentes a agao ansiolitica/ansiogénica

do dleo e da polpa de abacate neste periodo especifico da vida.
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