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RESUMO

ROSA, Victor Hugo Cordeiro. Efeitos da intervencéo dietética com farinha de banana

verde sobre os aspectos metabdlicos em modelo Murino de obesidade. 2017. 66 f.
Dissertacdo (Mestrado em Alimentagdo, Nutricdo e Salde) — Instituto de Nutrigdo, Universidade do
Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2017.

O aumento consideravel da prevaléncia obesidade tem impulsionado o
desenvolvimento de pesquisas buscando terapias alternativas para o seu controle. A farinha
de banana verde (FBV), rica em amido resistente (AR), apresenta propriedades semelhantes a
fibra alimentar e promove beneficios fisiologicos em humanos, podendo ser utilizada na
prevencdo e tratamento da obesidade. O objetivo desse trabalho foi avaliar o efeito da
intervencdo dietética com farinha de banana verde sobre aspectos metabdlicos em modelo
murino de obesidade induzido por dieta. Quarenta camundongos da cepa C57BL/6 com 21
dias de vida foram divididos em 2 grupos: Controle (dieta padrdo AIN-93M, n=20) e dieta
hiperlipidica (dieta rica em banha de porco com 50% de energia proveniente de lipideos,
n=20) durante 10 semanas. Ao final das semanas, os animais foram novamente divididos em
dois novos grupos, totalizando 4 grupos, nos quais foi iniciada a oferta da ragdo contendo
FBV, a saber, grupo controle (GC): dieta controle (AIN-93 M), grupo controle banana (CB):
dieta controle contendo 15% de FBV, grupo dieta hiperlipidica (HFD): dieta hiperlipidica
com 50% de energia proveniente de lipideos e grupo dieta hiperlipidica banana (HFB): dieta
hiperlipidica com 50% de energia proveniente de lipideos contendo 15% de FBV, totalizando
14 semanas de experimento. Foi realizada a caracterizacdo da FBV, o consumo alimentar,
evolucdo ponderal, assim como aspectos metabdlicos e bioquimicos, perfil lipidico e
glicidico. A FBV apresentou 77,38% de carboidrato, 5,32% de proteina e 0,45% de lipideos,
além de 5,96% de fibra alimentar dos quais, 2,68% de fibra soltivel e 3,28% de fibra insoltvel
e 22,80% de amido resistente. Os animais do grupo HFD apresentaram maior peso corporal (+
30 % em relacdo GC, p<0,05), acumulo de gordura e alteragcdo nos parametros bioquimicos e
metabdlicos, com de maior concentracdo sérica de glicose, insulina (+18,05% e +46,60%,
respectivamente em comparacdo ao GC, p<0,05) e leptina (+50,05% em relacdo ao GC,
p<0,05) e resisténcia a insulina (RI), (p<0,05). A inclusdo da FBV nas dietas proporcionou
efeito positivo no grupo HFB, prevenindo o desenvolvimento da obesidade e suas disfungdes
metabolicas reduzindo a concentracdo sérica de glicose (-20,32% e - 12,69%,
respectivamente, em relagdo ao HFD, p<0,05), colesterol (- 30,70% e - 35,83%,
respectivamente, em relacdo ao HFD, p<0,05) e efeito protetor no ganho massa gorda. O
consumo de FBV demonstrou ser uma potencial ferramenta no manejo da obesidade,
modulando de forma benéfica o metabolismo de lipidios e glicidios.

Palavras-chaves: Farinha de banana verde. Amido resistente. Perfil glicidico. Perfil lipidico.



ABSTRACT

ROSA, Victor Hugo Cordeiro. Effects of dietary intervention with green banana flour on

metabolic aspects in a Murine model of obesity. 2017. 66 f. Dissertagdo (Mestrado em
Alimentacéo, Nutri¢do e Saude) — Instituto de Nutri¢do, Universidade do Estado do Rio de Janeiro,
Rio de Janeiro, 2017.

The considerable increase in obesity prevalence has driven the development of
research seeking alternative therapies for its control. Green banana flour (GBF), rich in
resistant starch (RS), has similar properties to dietary fiber and promotes physiological
benefits in humans, and can be used in the prevention and treatment of obesity. The objective
of this study was to evaluate the effect of dietary intervention with green banana flour on
metabolic markers in a murine model of obesity induced by diet. Forty (21) day-old C57BL/6
mice were divided into two groups: control (AIN-93M standard diet, n = 20) and high fat diet
(diet rich in lard and saturated fatty acids with 50% of lipids, n = 20) for 10 weeks. At the end
of the weeks, the animals were again divided into 2 new groups, totalizing 4 groups, in which
the supply of GBF containing diet was started, namely control group (CG): control diet (AIN-
93 M), control group Banana (CB): control diet containing 15% of GBF, high fat diet group
(HFD): high fat diet with 50% energy from lipids and high fat banana diet (HFB) group: high
fat diet with 50% energy from lipids containing 15% GBF, totaling 14 weeks of experiment.
Characterization of GBF, food consumption, weight evolution, as well as metabolic and
biochemical aspects, lipid and glucose profile were performed. GBF presented 77.38%
carbohydrate, 5.32% protein and 0.45% lipids, in addition to 5.96% of dietary fiber, of which
2.68% of soluble fiber and 3.28% of insoluble fiber and 22.80% resistant starch. The animals
in the HFD group presented higher body weight (+ 30% compared to CG, p <0.05),
accumulation of fat and imbalances in the biochemical and metabolic parameters, as well as a
higher serum glucose concentration, insulin (+ 18.05% (p <0.05) and leptin (+ 50.05% vs.
GC, p <0.05) and insulin resistance (RI), respectively (p <0.05). The addition of GBF in the
diets provided a positive effect in HFB group, preventing the development of obesity and its
metabolic dysfunctions, reducing serum glucose concentration (-20.32% and -12.69%,
respectively, To HFD, p <0.05), cholesterol (- 30.70% and - 35.83%, respectively, compared
to HFD, p <0.05) and protective effect on fat mass gain. The consumption of GBF has been
shown to be a potential tool in the management of obesity, improving the metabolism of lipids
and carbohydrates.

Keywords: Green banana flour. Resistant starch. Glucose profile. Lipid profile.
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INTRODUCAO

A obesidade é uma desordem nutricional definida como um acumulo anormal e
excessivo de gordura corporal, resultado de uma hipertrofia e hiperplasia adipdcita, a qual se
associa a um conjunto de comorbidades metabdlicas, como diabetes mellitus tipo 2 (DM2),
dislipidemia, hipertensao arterial sisttmica (HAS) e doencas cardiovasculares (KUMAR &
NAYAK, 2015; WHO, 2015). Estas condicfes cronicas possuem implicacdes diretas a saude,
como reducdo na qualidade e expectativa de vida do individuo (EDSON, SIERRA-
JOHNSON & CURTIS, 2009; WHO, 2015).

Algumas alteracdes coexistem habitualmente em individuos obesos como, por
exemplo, hiperglicemia, hiperlipidemia e HAS. O acumulo de triacilglicerdis nos adipdcitos
culmina no desenvolvimento simultaneo dessas alteragfes funcionais, que, em conjunto,
comp@e a sindrome metabdlica (SM) (RIBEIRO-FILHO et al., 2006). Desta forma, o cenario
atual da obesidade tem impulsionado a comunidade cientifica a realizar pesquisas com
objetivo de buscar novas alternativas para auxiliar na prevencdo e/ou tratamento dessa
doenca, assim como as comorbidades associadas.

A etiologia da obesidade € multifatorial, pois hd um conjunto de fatores bioldgicos,
psicologicos, econémicos, sociais, comportamentais e ambientais que se inter-relacionam
resultando no acimulo de gordura corporal (WANDERLEY; FERREIRA, 2010). Entretanto,
as mudancas ocorridas ao longo dos anos nos padrdes alimentares e de atividade fisica,
presentes em diversas populacdes, sdo reconhecidamente o0s determinantes que mais
contribuiram para o excesso de peso nos individuos (TARDIDO; FALCAO, 2006). Apesar da
etiologia multifatorial da obesidade, o balanco energético positivo relacionado,
principalmente, ao elevado consumo de dietas hiperlipidicas, estimula a proliferacdo e
diferenciacdo de adipdcitos, desempenhando um importante papel no remodelamento do
tecido adiposo e, consequentemente, na génese da obesidade. (PEREIRA, FRANCISCHI &
LANCHA JR, 2003; SUN, 2011).

O tecido adiposo é um érgdo com inumeras funcGes, tendo acdo direta na regulacéo
enddcrina do organismo (FONSECA-ALANIZ; TAKADA; ALONSO-VALE; LIMA, 2006).
Estudos recentes observaram alteracbes no perfil inflamatorio, associadas ao excesso de
gordura corporal no tecido adiposo e evidenciadas pelo aumento da producdo de mediadores
pré-inflamatérios, tais como citocinas e adipocinas, cujo efeito tem impacto direto na
regulacdo de processos da funcdo endotelial, aterogénese, sensibilidade a insulina e balanco
energético (MAUGHAN et al., 2016; SAWIKA; JANOWSKA; CHUDEK, 2016).
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A producdo de adipocinas pelo tecido adiposo, desempenha funcdo direta nas
complicacBes cardiometabolicas em consequéncia do acimulo de gordura corpérea. Na
obesidade, o tecido adiposo esta infiltrado por macrofagos ativados, que por sua vez também
liberam na corrente sanguinea quantidades excessivas de citocinas pro- inflamatdrios, tais
como o fator-a de necrose tumoral (TNF-a), o inibidor 1 de ativador de plasminogénio (PAI-
1), interleucina 6 (IL-6), proteina 4 ligadora de retinol (RBP), proteina 1 quimioatrativa de
macréfagos (MCP-1) e proteinas de fase aguda (SAWIKA; JANOWSKA; CHUDEK, 2016).
Essas alteragdes exercem acOes paracrinas, que perpetuam a inflamacdo local no tecido
adiposo e enddcrinas que induzem a resisténcia a insulina e a disfungdo vascular e cardiaca
(QUEIROZ et al., 2009).

O emprego de prebidticos, provenientes da alimentacdo, surge como uma estratégia
para auxiliar na prevencéo e tratamento de alteracGes metabdlicas relacionadas a hiperplasia e
hipertrofia do adipocito, ja que os prebidticos sdo componentes fermentaveis por
microorganismos da microbiota intestinal, proporcionando beneficios a nivel local e sistémico
no metabolismo lipidico e glicidico, e acarretando em possivel regressdo do estado
inflamatdrio (ROBERFREUD et al., 2010).

Neste contexto, 0 amido resistente (AR), presente na farinha de banana verde (FBV),
por ndo sofrer hidrolise pelas enzimas digestivas, assume carater prebidtico no colon, onde
sofre fermentagcdo por bactérias anaerdbicas, resultando na producdo de acidos graxos de
cadeia curta (AGCC), principalmente o butirato. Este AGCC age diretamente na integridade
do epitélio, inibindo o crescimento de células cancerigenas devido a consequente diminuicdo
do pH do intestino grosso (BIRT et al., 2013). Alem disso, os AGCC contribuem para a
producdo de energia difusa progressiva (EDP), que € a energia liberada ao longo do tempo de
uma digestdo lenta, a qual contribui para a queda do indice glicémico dos alimentos,
promovendo, portanto, menor resposta glicémica e insulinica, auxiliando diretamente no
controle e prevencdo do DM2 (PEREIRA, 2007; BIRT et al., 2013). Diante deste cenério,
pesquisas tém sido realizadas para avaliar o efeito do consumo da FBV e sua associagdo com
a acdo fisiologica do AR nos perfis lipidicos e glicidicos sobre o controle da obesidade e suas

comorbidades.
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1 REFERENCIAL TEORICO

1.1 Obesidade e desenvolvimento do processo inflamatdrio sistémico

A transicdo nutricional, caracterizada pela alteracdo do padrdo dietético e do estado
nutricional, que tem associacdo direta com o desenvolvimento de doengas crénicas nao
transmissiveis (DCNT), como diabetes e doencas cardiovasculares sdo atribuidas a um
ndamero expressivo de mortes e alcancando proporcdes epidémicas (DUCAN et al., 2012).
Nesse cenério, pelo menos, 2,8 milhdes de pessoas morrem a cada ano devido ao excesso de
peso ou obesidade (WHO, 2011). No Brasil, foi demonstrado que 52,5% da populagdo
brasileira apresenta sobrepeso e 16%, obesidade. A situacdo se mostra mais alarmante quando
se observa a evolucdo do sobrepeso e obesidade ao longo dos anos, pois hd 10 anos, o
percentual de sobrepeso no Brasil era de 43% e 11% para obesidade (MINISTERIO DA
SAUDE, 2013).

A obesidade ¢ uma doenca cronica de causa multifatorial que engloba aspectos
ambientais e geneticos e estd correlacionada intimamente com o desenvolvimento de
inimeras complicagdes cronicas, relacionada as causas de morte mais comuns
(WANDERLEY; FERREIRA, 2010). Para o tratamento e prevencdo do estado de obesidade é
primordial entender os fundamentos e mecanismos da obesidade para manutencdo e
preservacdo da qualidade de vida.

Uma das causas do desencadeamento desse disturbio de ganho ponderal é o
desbalanco alimentar, resultante do desequilibrio entre a ingestdo e a necessidade diaria de
macronutrientes para suprir o metabolismo de um individuo geneticamente susceptivel ao
desenvolvimento desse estado nutricional (HILL; PETERS; WYATT, 2009). Esse tipo
especifico de obesidade, diferentemente daquele que se desenvolve por associacdo as doencas
endocrinolégicas, € decorrente de fatores socioculturais, como o proprio estilo de vida
moderno que favorece menor gasto energético e habitos alimentares inadequados, o que
culmina diretamente no balanco energético positivo e ao sedentarismo (MARTINEZ-
GONZALEZ et al., 1999).

Estudos vém demonstrando a mudanca do panorama mundial quanto ao estado
nutricional da populacdo, ou seja, uma vez que a desnutri¢cdo tem sido reduzida e os casos de
sobrepeso e obesidade sdo crescentes, consequéncia das modificagdes nos padrdes alimentares
e do aumento do sedentarismo por parte da populacdo (TARDIDO; FALCAO, 2006).
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A obesidade é considerada como um fator de risco para varias DCNT’s, tais como a
HAS, dislipidemias, doengas cardiovasculares, DM2 e alguns tipos de canceres (ROSSUM et
al., 2014). Ademais, 0 acimulo excessivo de massa gorda pode resultar no desenvolvimento
da SM que corresponde a uma juncdo de fatores de risco cardiovascular representada por
hipertensdo, excesso de gordura abdominal, dislipidemia, diminuicdo das concentracGes
séricas de HDL-c, e a intolerancia a glicose. O diagnostico dessa sindrome € estabelecida
quando trés ou mais desses elementos coexistem no mesmo individuo (BORTOLETTO et al.,
2014; SANTOS et al., 2006)

Diversos trabalhos vém demonstrando que o aumento da adiposidade é diretamente
proporcional ao aumento da resposta inflamatoria sistémica e cronica e acredita-se que este
evento esteja estritamente envolvido no desenvolvimento de comorbidades associadas a
obesidade (MAES; KUBERA; LEUNIS, 2008; PRADO et al., 2009; LEITE et al., 2009).
Assim, torna-se de grande importancia pesquisas que busquem novas alternativas alimentares
que possam contribuir tanto para a prevencao quanto para o tratamento da doenca de forma
mais efetiva visando a diminuicdo dos riscos para o desenvolvimento de DCNTSs.

O consumo de acidos graxos (AG) pode afetar diretamente o processo inflamatorio
via modulacdo da atividade de fatores de transcri¢cdo envolvidos na inflamagéo, como NFkB
(fator nuclear kappa B) e PPAR (receptor ativado por proliferador de peroxissoma). Existe
uma interacdo entre esses fatores de transcri¢do, visto que o PPAR inibe a ativacdo do NFkB.
Incluem-se entre 0s &cidos graxos, 0s saturados, monoinsaturados, poli-insaturados e trans,
cada qual exercendo o seu papel na inflamacéo derivada da obesidade (FONSECA-ALANIZ,
TAKADA; ALONSO-VALE; LIMA, 2006). Estudos in vitro demonstraram que 0 aumento
da expresséo de citocinas inflamatorias, tais como IL-6, TNF, TLR4 e ativacdo do NFkB, sédo
promovidos pelo acimulo de AG saturados (NDOUL et al., 2016; LIANG et al., 2015;
NAKANISH; TSUKAMOTO, 2015). Em humanos, a mesma associacdo entre ingestdo de
acidos graxos saturados e concentracdo de IL-6 foi observada, em individuos obesos
(NISHIKORI, 2005). Em estudo experimental, com a oferta de dieta hiperlipidica rica em
gordura saturada, promoveu a obesidade, com aumento de peso corporal, adiposidade e
marcadores inflamatérios (BORBA et al., 2011).

O consumo excessivo de AG saturados também € altamente associado com a SM que
promove um conjunto de riscos para o desenvolvimento de doencas cardiovasculares e
resisténcia insulinica (que acarreta no desenvolvimento do diabetes mellitus tipo 2) associado
a obesidade, dislipidemia e hipertensdo (LACERDA; BOCK; FUNCHAL, 2015). Ademais,



20

obesidade abdominal, acumulo ectépico de gordura e esteatose sdo incluidos nas
complicacBGes metabdlicas da obesidade (CASTRO et al., 2014).

De modo geral, o consumo cal6rico excessivo, acarreta no aumento do acimulo de
triacilglicerol nos adipdcitos (hipertrofia) e 0 aumento do numero de adipécitos (hiperplasia),
levando a potencial disfuncdo nessas células. Os adipocitos hipertrofiados promovem uma
inflamacéo sistémica de baixo grau por secretarem agentes pro-inflamatérios (QUEIROZ;
ALONSO-VALE; LIMA, 2009).

1.2 Tecido adiposo e leptina

O tecido adiposo pode ser dividido em dois tipos: o tecido adiposo marrom,
especializado na geracdo de calor metabolico, e o tecido adiposo branco, cuja fungéo principal
é 0 armazenamento de energia (QUEIROZ; ALONSO-VALE; LIMA, 2009). Este ultimo é
constituido por adipdcitos e por uma fracdo vascular estromal, ou seja, uma diversa populacdo
de leucdcitos, fibroblastos, células endoteliais e pré-adipécitos (YARAK; OKAMOTO,
2010). Na fracdo vascular estromal sdo encontradas células imunes nas quais se observa a
assiduidade de macrofagos que sdo ativados pela via alternativa e apresentam fendtipos anti-
inflamatorios, e linfocitos T auxiliares (Th2) (PRADO et al., 2009) (figural).

Figura 1: Células do tecido adiposo.

Linfocitos T CD4+

Macrofago M2

Adipécito 7/

Vaso Sanguineo

Tecido adiposo composto de adipécitos, macréfagos M2 e
linfocitos T auxiliares (CD4+) do tipo Th2 e vasos
sanguineos; adaptado de Ouch et al., 2011

Grande parte da energia armazenada no tecido adiposo é derivada de triacilglicerdis
ingeridos, que circulam no plasma acoplados aos quilomicrons e dos acidos graxos

produzidos no figado e no tecido adiposo via lipogénese a partir de substratos ndo advindos
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de lipideos, como carboidratos. Nos intervalos das refeicdes diarias, para alcancar as
necessidades energéticas de outros 6rgaos, os estoques de triacilglicerdis sdo mobilizados do
tecido adiposo através da lipolise, onde esses sdo reduzidos a acidos graxos e glicerol. Ao
deixar os adipdcitos, os acidos graxos livres circulam no plasma ligados a albumina
plasmatica para serem utilizados como fonte de energia por outros tecidos corporais (LOPES
etal., 2016).

Dentre as adipocinas produzidas pelo tecido adiposo, a leptina apresenta funcgéo
importante na homeostase energética por meio da regulacdo do apetite a nivel hipotalamico.
Este horménio tem como principal fungdo enviar sinais para o hipotdlamo sobre a quantidade
de reserva energética no tecido adiposo (FONSECA-ALANIZ; TAKADA; ALONSO-VALE;
LIMA, 2006). Os principais alvos de atuacdo da leptina no sistema nervoso central (SNC) sédo
encontrados em duas subpopulagbes de neurbnios localizado no nucleo arqueado do
hipotalamo: proopiomelanocortina (POMC), com funcdo anorexigena sendo estimulado pela
acao da leptina e o AgRP (peptideo relacionado a Agouti) e neuropeptideo Y (NPY), com
funcdo anabdlica (orexigena), sendo suprimida pela leptina (SANDE-LEE; VELLOSO,
2012). A acgéo dos horménios gque potencializam o efeito anorexigeno no SNC ocorre quando
os neurbnios do nucleo arqueado hipotaldmico que expressam o POMC sdo ativados e
promovem a sintese de horménios alfa-melanécito estimulador (o — MSH) reduzindo a
ingestdo alimentar (FUNAHASHI; MOROHASHI; KITANO, 2003). (Figura 2)

Figura 2 - Diagrama do neurocircuito hipotalamico
demonstra a ligacdo da leptina ao seu receptor que favorece
o sinal de transducéo ao sistema JAK/STAT3 pelo aumento
da expressdo do POMC e inibigcao do AgRP.

POMC ®) AgRP
FONTE: MAIOR, 2012.
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Quando ha um balanco energético positivo com 0 aumento da massa adiposa, 0
hipotdlamo age inibindo o apetite e aumentando o gasto energético via inducdo de uma maior
taxa de oxidacdo lipidica (RIBEIRO et al., 2007). Em adicdo a esse mecanismo, quando ha
uma acdo antagonista dos efeitos da POMC, a expressdo dos neurdnios NPY/AgRP ¢é
aumentada (SANDE-LEE; VELLOSO, 2012).

O receptor de leptina, além de ser expresso no hipotalamo tambeém esta presente em
outros tecidos periféricos, tais como o tecido adiposo, intestino e células endoteliais
(ROMERO; ZANESCO, 2006). Além de seu papel metabolico importante, a leptina também
exerce suas func@es interferindo no sistema imune. Ha vérias células que participam nas
respostas imunoldgicas, tais como os neutrofilos, mondcitos e linfocitos que apresentam
receptores para esse hormonio. A acdo imunoldgica da leptina € de carater pro-inflamatério,
promovendo respostas especificas de células Thl e a producao de citocinas também de carater
pro-inflamatério (TNF, IL-2 e IL-6) que agem regulando a agdo da leptina (ROMERO;
ZANESCO, 2006; PRADO et al., 2009 ).

A leptina exerce suas fungdes por meio da ligacdo com seu receptor (Ob-R). O gene
para 0 Ob-R codifica 5 outras formas de receptores diferentes de leptina: Ob-Ra, Ob-Rb, Ob-
Rc, Ob-Rd e Ob-Re. A forma longa de receptor de leptina é o Ob-Rb, também denominado
como Ob-RL que apresenta uma longa parte citoplasmatica em inimeras regides necessarias
para a inicializagdo da transduco de sinais (NEGRAO; LICINIO, 2000). O Ob-Rb apresenta
uma regido de ligacdo a uma proteina citosolica denominada JAK2 (Janus quinase-2) que
possui atividade tirosina quinase. Esta ligacdo repercute na mudanga conformacional do
receptor Ob-Rb, que induz a atividade catalitica da JAK-2 responsavel por promover o
recrutamento de moléculas da familia de transdutores de sinal e ativadores de transcricao
(STAT-3). Em sintese, a leptina estimula a atividade da STAT-3 nos neurdnios da POMC que
inibe a expressdao do RNAm dos neurdnios AgRP e NPY (SANDE-LEE; VELLOSO, 2012).
Este receptor (Ob-Rb), além do hipotadlamo, também apresenta-se em tecidos periféricos,
como tecido adiposo, intestino e células sanguineas mononucleares (NEGRAO; LICINIO,
2000).

Outras adipocinas importantes também séo produzidas pelo tecido adiposo, como a
adiponectina e a resistina (LEE; SONG, 2016). A adiponectina é considerada como uma das
proteinas mais abundantes e produzidas pelo tecido adiposo (JIAN et al., 2016). Sua acao €
relevante, pois também apresenta capacidade de interacdo com células imunes, onde suprime

a secrecao de citocinas pro-inflamatdrias quando age em acéo conjunta com os macrofagos. Ja



23

a sua acdo junto aos mondcitos aumenta sua producado de citocinas anti-inflamatérias
(O’SULIVAN et al., 2016).

Os niveis de adiponectina circulante se associam inversamente com o DM2, pois ela
melhora a sensibilidade a insulina, a oxidacdo de gordura muscular e dissipacdo energética
(YAMAMOTO et al., 2014). A acdo sobre a sensibilidade a insulina da adiponectina pode
desencadear na ativacdo de proteina quinase ativada por AMP (AMPK), cuja funcéo é regular
a concentracdo celular de malonil CoA, um intermediario essencial a sintese de lipideos, e a
producdo de glicose a nivel hepatico, consequente da diminui¢do da expressdo de enzimas da
neoglicogénese (JIAN et al., 2016).

Em roedores, a resistina € expressa em adipécitos e em humanos por macrofagos
apresentando efeito contrério ao da adiponectina, demonstrando significativa acdo na
resisténcia insulinica relacionada a obesidade (LEE; SONG, 2016). Pouco se sabe sobre a
acdo metabolica da resistina no que diz respeito as vias de sinalizacdo, embora seu papel na
homeostase metabdlica ocorra em varios 6rgaos e tecidos (hipotalamo, adipdcitos, figado). Ha
a hipotese de que assim como a adiponectina, a resistina atua via AMPK (JIAN et al., 2016).

Em sintese, o metabolismo do tecido adiposo € regulado por horménios e outros
fatores tais como a alimentacdo e a préatica de exercicios fisicos. O controle do peso corporal
se baseia na integridade do processo de regulacdo do metabolismo do tecido adiposo. O
desarranjo desse processo de tamanha complexidade provavelmente tem acdo direta no
desencadear da obesidade, resisténcia a insulina e diabetes mellitus tipo 2 (RIBEIRO et al.,
2007).

1.3 Resisténcia a insulina (R1) e sindrome metabolica

Ja é bastante discutido na literatura que a distribuicdo da gordura corporal tem efeito
direto no desenvolvimento do diabetes mellitus, principalmente se a maior concentragdo de
gordura estiver localizada na regido abdominal (Razdo cintura / quadril - RCQ) servindo de
preditor também para o desenvolvimento de doencas cardiovasculares (LERARIO et al.,
2002). O aumento progressivo da RCQ € proporcional ao aumento de glicemias e
insulinemias de jejum apos a sobrecarga oral de glicose em relagdo a obesos que acumulavam
gordura ectopica (VASQUES et al., 2010).

O aumento de gordura abdominal estd diretamente correlacionado ao
desenvolvimento do DM2 devido a uma gama de associacOes de fatores patogénicos que

contribuem para a quebra da homeostase da glicose (aumento de AG livres no plasma,
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aumento de producdo de glicose pelo figado e resisténcia periférica a insulina)
(GUTTIERRES; MARINS, 2008). Em individuos obesos, o tecido adiposo atua aumentando
a demanda por insulina e acarretando resisténcia insulinica, o que ocasiona aumento da
glicemia e consequente hiperinsulinemia podendo resultar no desenvolvimento do DM2. O
aumento da resisténcia a insulina e consequentemente da hiperinsulinemia estdo associadas
com o aumento do tecido adiposo (hipertrofia) e alteracfes hormonais, entretanto, ndo esta
muito claro se a resisténcia a insulina é o fator promotor ou consequéncia do ganho de tecido
adiposo (AL-THANI et al., 2016).

O conjunto de desordens metabolicas consequentes da obesidade é denominado
como sindrome metabolica, estudos mais abrangentes sobre a sindrome, como a de Reaven
(1988) destacou que individuos obesos que apresentavam a sindrome, tinham como ponto em
comum a resisténcia insulinica. Foi observado também a presenca de outras 5 consequéncias
presentes na SM: intolerdncia a glicose, hiperinsulinemia, aumento de triacilglicerdis,
diminuicdo do HDL-c e hipertensdo arterial sisttmica. Concluiu-se também que além da
obesidade em seus diversos niveis, a falta de atividade fisica aumentava a RI piorando a
sindrome (SUN et al., 2016).

Atualmente, a RI pode ser definida como uma resposta diminuida as a¢fes bioldgicas
da insulina, ou seja, é a incapacidade da insulina de exercer suas funcdes, interferindo
diretamente no metabolismo de glicidios e de lipideos (SUN et al., 2016). De maneira mais
especifica, pode-se afirmar que a inflamag&o subclinica seria 0 ponto de partida comum para a
etiopatogenia da doenga, incluindo o DM2. O tecido adiposo, especificamente a adiposidade
visceral, é essencial para a regulagdo do processo inflamatorio, de modo que o tecido em
questdo exerce funcGes importantes por secretar diversas substancias, ndo sendo
exclusivamente um reservatorio de energia (QUEIROZ; ALONSO-VALE; LIMA, 2009).

A insulina ndo regula somente o metabolismo de glicideos, mas também o
metabolismo de AG, pois em situagcdes em que o individuo apresenta a RI, ocorrem mudangas
consideraveis no metabolismo dos acidos graxos livres (AGL) no musculo esquelético e na
absorcdo do mesmo no intestino (GREENFIELD; CAMPBELL, 2004).

Os AGL, elevados na maioria dos individuos obesos, tém participacdo efetiva no
desenvolvimento da resisténcia a insulina. Quando elevados por muito tempo, ha uma
interferéncia na acao da insulina a nivel muscular e hepatico (GREENFIELD; CAMPBELL,
2004). Como consequéncia, as respostas a este horménio sdo diminuidas, assim como a
incorporacdo da glicose pelo musculo esquelético, favorecendo o aumento da neoglicogénese

e o fornecimento de glicose através do figado para a circulacdo (BASU et al., 2005).
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A hiperinsulinemia e a obesidade central, que tipicamente acompanham a RI,
corroboram para a produgdo excessiva de VLDL-c, elevando os niveis de triacilglicerdis e de
particulas de LDL-c. A elevacdo de VLDL-c se justifica pelo aumento dos niveis de AGL que
sdo utilizados largamente pelo figado nessa sintese. Em contrapartida, observa-se a
diminuicdo dos niveis seéricos de HDL-c e uma correlagdo com elevados niveis de insulina
que esta envolvido nos mecanismos que aumentam a velocidade de catabolismo do HDL-c,
ou seja, nessas condi¢des, ha maior atividade da lipase hepéatica. Ressalta-se que a diminuigéo
da atividade da lipase lipoprotéica nos tecidos periféricos ajudam na reducdo da depuracédo
das particulas ricas em triglicerideos (GINSBERG, 2000).

1.4 Doenca hepatica gordurosa nao-alcoolica (DHGNA)

A patogénese da DHGNA ainda ndo é completamente esclarecida, mas os fatores de
riscos para o desenvolvimento da doenca sdo bem descritos na literatura. Sua etiologia é de
carater multifatorial e esta relacionada principalmente com a sindrome metabdlica, obesidade,
DM2, RI e dislipidemia que sdo os fatores de risco primario que apresentam maior associacao
com a DHGNA (BRUNT; TINIAKOS, 2010).

Os acidos graxos livres tém a capacidade de interagir com os receptores do sistema
imune inato, como os receptores Tolls-like (TLR), de ativar a apoptose celular, induzir o
estresse oxidativo, a producgdo de citocinas e espécies reativas de oxigénio (EROS) e interferir
na sinalizacdo de insulina de forma direta (MURANO et al, 2008).

A DHGNA pode ser subclassificada como esteatose simples (ES) e esteatose
hepética ndo-alcoolica (EHNA), no qual a primeira é definida com o acimulo de gordura sem
danos hepatocelular, ao passo que a segunda pode ser definida pela presenca de esteatose
hepatica com danos hepatocelular com ou sem fibrose (CHALASANI et al., 2012).

A patogénese da EHNA mais usual se baseia pela hipotese dos dois eventos “two
hits”, no qual o primeiro hit ocasiona o acimulo de gordura no tecido hepético (acidos graxos
livres e triacilglicerois), estabelecendo a esteatose. Nessa situacdo, as células buscam adaptar-
se permitindo sua viabilidade, mesmo com niveis elevados do estresse oxidativo. No entanto,
tal adaptacdo deixa a célula mais vulneravel ao segundo hit, com origem potencial a nivel
ambiental ou genético que ird promover a apoptose e/ou necrose juntamente com a inflamacéao
pré-estabelecida (DAY; JAMES, 1998).

Especificamente, o primeiro “hit” é determinado pela resisténcia periférica a insulina
(COBBINA; AKHLAGHI, 2017), de modo que durante a ligacdo da insulina ao seu receptor
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especifico, ha a acdo da atividade quinase que fosforila os substratos proteicos, presente neste
receptor, em tirosina acarretando no estimulo para translocacdo das vesiculas de transportador
de glicose (GLUT-4) para a membrana celular com a finalidade de aumentar a captagéo de
glicose (VOLP et al., 2008; DELILE et al., 2017). Na RI, ha o bloqueio da fosforilacdo do
receptor da insulina que impede a entrada de glicose para o interior da célula (VOLP et al.,
2008; DELILE et al., 2017). Diante deste quadro de inutilizacdo de glicose, desenvolve-se o
estado de hiperinsulinemia compensatdria e aumento da atividade lipolitica, que tem como
finalidade utilizar a gordura como fonte alternativa de energia (SHIMAZU-KUWAHARA et
al., 2017).

O aumento do fluxo de &cidos graxos livres (AGL) para o figado ocorre em funcao
da elevagdo da atividade lipolitica (YANG et al., 2017) que podem seguir duas alternativas
para utilizacdo:

a) Oxidag&o para o fornecimento de energia alternativa (mitocondrias);

b) Esterificacdo com formacao de triacilglicerois;

A hiperinsulinemia e a inibi¢do da lipase lipoproteica, em decorréncia da RI, atuam de
forma conjunta determinando o acumulo de triacilglicerdis no citoplasma dos hepatocitos
(SHIMAZU-KUWAHARA et al., 2017) que determina o desenvolvimento da esteatose
hepatica (SHIMAZU-KUWAHARA et al., 2017; DAY; JAMES, 1998).

Como ponto de partida, a esteatose ocorre quando ha o desequilibrio da homeostase
das gorduras. Os triacilglicerdis e os acidos graxos livres chegam ao figado por meio de duas
rotas metabolicas. O seu transporte ao figado ocorre por intermédio de lipoproteinas, apds sua
absorcdo no lumen intestinal através da lipdlise do tecido adiposo, ou ainda pela sintese no
préprio figado (lipogénese) (LOTTEMBERG, 2009).

Os é&cidos graxos depositados nos hepatocitos séo esterificados em triacilglicerol, e,
por exocitose, sdo devolvidos para a circulagdo na forma de VLDL-c (CHOI; GINSBERG,
2011). Ja& é sabido que o0 excesso ou acumulo de &cidos graxos livres desencadeia em um
desajuste celular que acarreta na diminuicdo da producdo de VLDL-c ocasionando no maior
acumulo de &cidos graxos livres. Os fatores que levam o desenvolvimento da inflamagdo no
hepatocito com a consequente aparicdo da balonizacdo, necrose e fibrose sdo topicos que
requer maiores pesquisas que constituem o segundo hit (DAY; JAMES, 1998).

O segundo "hit”” é consequéncia do estresse oxidativo que tem por caracteristica o
acumulo progressivo de gordura no citoplasma dos hepatdcitos (DAY; JAMES, 1998; MA;

LU, 2016). As citocinas, peroxidacéo lipidica e hiperinsulinemia tém sido apontadas como
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possiveis fatores etiologicos para a producao do estresse oxidativo (DAY; JAMES, 1998;
DOWMAN et al., 2010) como demonstrado na Figura 3.

Figura 3 — Fluxograma do acumulo de gordura hepética
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Fonte: Adaptado Dowman et al., 2010

O aumento de acidos graxos livres em consequéncia da obesidade e resisténcia
insulinica tem significancia direta no dano hepético, aumentando o estresse oxidativo atraves
da ativacdo de vias inflamatorias. O estresse oxidativo reduz a capacidade de proliferacdo dos
hepat6citos maduros acarretando na necessidade de recrutar outras vias para a promocao de
regeneracdo hepética, altamente correlacionada com o desenvolvimento de necrose
hepatocelular, o que culmina em fibrose (MA, et al., 2016). Portanto, a DHGNA se
desenvolve por meio de inimeros “hits”, sendo o primeiro caracterizado por uma falha no
metabolismo dos acidos graxos livres (DAY; JAMES, 1998). Logo, o aumento de gordura no
figado pode ser ocasionado pelo aumento da producdo ou fornecimento, neste caso, a

ingestdo, e diminuicdo da excrecao ou oxidacéo lipidica (LOTTEMBERG, 2009).

1.5 Banana verde (Musa sp.) e amido resistente (AR)

Diversas estratégias nutricionais sdo utilizadas na prevencdo e tratamento da
obesidade e suas comorbidades, nas quais preconiza-se a substituicdo do consumo de
produtos processado e ultra processados com alta densidade energética e com teores elevados
de acgucares, gordura e sodio, por alimentos variados, com destaque para gréos integrais,
raizes e tubérculos, leguminosas, oleaginosas, frutas e hortalicas, carnes, peixes, leite, ovos e

agua.
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Nesse contexto, sabe-se que os carboidratos ndo-disponiveis, como o amido
resistente e a fibra alimentar participam na prevencao e no tratamento de DCNT. A banana
(Musa spp.) € um dos frutos mais cultivados em todo o territério brasileiro, assim como em
outros paises de clima tropical e subtropical. Além de ser uma das frutas de maior consumo
em todo o mundo, € um alimento de alto valor energético, rico em carboidratos (com cerca de
50%) (RAMOS et al., 2009).

O alto valor energético e nutricional da banana é atribuido a presenca de amido e
acucares em sua composicdo, além de vitaminas A e C e sais minerais como potassio, calcio,
fosforo, sodio, magnésio (BORGES; PEREIRA; LUCENA, 2009). A fruta, ainda verde,
apresenta como caracteristica o contedudo significativo de AR, podendo corresponder de 55 a
93% do teor de sdlidos totais e cerca de 14,5% de fibras (OVANDRO-MARTINEZ, et al.,
2009).

O amido presente na composicdo das bananas tem ganhado destaque na &rea da
nutricdo em consequéncia do seu alto teor de AR. Tal amido, presente em quantidades
consideraveis nos tipo de banana-nanica (nanicdo) e banana-da-terra (em estagio 1 de
maturacdo, a banana verde) ganharam interesse na ciéncia para correlacionar a acdo do AR
quanto as suas repostas fisiolégicas em estado de inflamacdo cronica, caracteristico de
individuos obesos.

Componente natural da dieta, 0 AR tem seu consumo médio didrio na populacao
brasileira de aproximadamente 3g/pessoa/dia e é facilmente encontrado em alimentos ndo
processados, tais como, grdos, batata crua, banana verde e até mesmo em alimentos
processados e/ou retrogradados como pdes e batata cozida resfriada, respectivamente
(PEREIRA, 2007).

Nos ultimos 30 anos, o AR veio despertando o interesse devido ao seu papel
fisiologico, elucidados por estudos que vém comprovando que seu consumo diario tem a
capacidade de melhorar a resposta glicémica em individuos diabéticos (WALTER; SILVA;
EMANUELLI, 2005; PEREIRA, 2007). Por sofrer fermentacdo no intestino grosso, em
especial pelas bifidobactérias, o amido resistente é considerado um alimento prebi6tico
(PEREIRA, 2007). E durante a sua fermentacdo que ocorre a producio de AGCC,
principalmente o butirato, que esta diretamente associado com a satde do célon, pois diminui
0 pH do intestino favorecendo melhor reabsorcdo de nutrientes e &gua, promovendo a
integridade do epitélio (BIRT et al., 2013).

Quanto as suas propriedades nutricionais, € viavel dizer que o AR ¢é fisiologicamente

associado como uma fibra soltvel e quimicamente comparado as fibras insolGveis. Logo, a
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sua utilizacdo diminui os riscos de doencas cardiovasculares e contribui efetivamente para a
reducdo ponderal, pois por ter propriedades semelhantes as das fibras insolGveis, leva consigo,
durante o processo de digestdo, moléculas de gordura e agucares que serdo absorvidos pelo
organismo de forma mais lenta e gradual, promovendo assim, 0 aumento da saciedade por um
periodo maior de tempo, caracteristica presente nas fibras soliveis (WALTER; SILVA,
EMANUELLLI, 2005)

Estruturalmente, os granulos do amido apresentam-se de forma e tamanho variados e
mostram-se insolUveis em agua fria, consequéncia de sua formacdo molecular (amilose e
amilopectina), no qual o seu arranjo desencadeia na forma de zonas de deposicéo
intermediariamente densas no qual a regido onde se localiza a amilopectina é mais densa e
cristalina. Desse modo, apresenta-se com granulos mais compactos que justifica sua
resisténcia ao processo de hidrélise pelas enzimas digestivas (LOBO; SILVA, 2003).

Portanto, pode-se definir amido resistente como “a somatéria do amido,
propriamente dito, e de seus produtos de degradacdo que ndo sdo absorvidos durante a
digestdo no intestino delgado de individuos saudaveis” (PEREIRA, 2007; LOBO; SILVA,
2003).

1.6 Tipos de amido resistente

O amido resistente pode ser classificado como amido fisicamente inacessivel (AR1),
granulo de amido resistente (AR2), amido retrogradado (AR3) e amido modificado (AR4),
considerando a sua resisténcia a digestao.

Amido resistente tipo 1 - Fisicamente inacessivel, pois sua forma fisica pode impedir
a acdo da amilase pancredtica, pois em suma, o amido pode estar contido em uma estrutura
inteira ou parcialmente rompida. O AR1 é diretamente afetado pelo processo de mastigacao e
moagem (LOBO; SILVA, 2003).

Amido resistente tipo 2 — Nesse tipo de amido, os seus granulos apresentam
variagfes nas suas formas e estruturas e com base nesses dois pardmetros, o AR2 é
subdividido em outros 3 subtipos: A, B e C. O AR2 — A refere-se aos granulos dos cereais,
onde as cadeias de moléculas de unidade de glicose apresentam-se menores, quando
comparadas aos demais tipos (com menos de 20 unidade de glicose). O AR2 — B sdo
encontrados na banana verde, no amido retrogradado e em amidos ricos em amilose, visto que
suas cadeias de moléculas de amilopectina apresentam mais do que 22 moléculas de unidade

de glicose. E por fim, 0 AR2 — C é considerado como um tipo intermediario entre os tipos A e
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B quanto a sua capacidade de sofrer hidrélise pelas enzimas digestivas e sdo caracteristicos de
amido de legumes e sementes (LOBO; SILVA, 2003).

Amido resistente tipo 3 — E 0 amido que apresenta-se com maior frequéncia na dieta
do homem, pois quando submetidos a tratamentos com altas temperaturas e umidade, resulta
no rompimento e gelatinizacdo da estrutura do granulo, favorecendo a sua digestdo. A
retrogradacdo, caracteristica principal do AR3, baseia-se na ruptura do granulo, onde em altas
temperaturas, o amido se gelatiniza e na sequencia, apds esfriamento e envelhecimento do gel,
0 amido torna-se a se cristalizar mudando sua conformidade inicial e resistente a digestdo
enzimatica (LOBO; SILVA, 2003).

Amido resistente tipo 4 — E o principal amido utilizado pelas indstrias, pois é um
amido modificado estruturalmente, onde parte de seu amido é substituido quimicamente por
grupos de ésteres, fosfatos e éteres com o intuito de aumentar o tempo de prateleira e

potencializar a funcdo benéfica do amido em larga escala (LOBO; SILVA, 2003).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito da intervencédo dietética com farinha de banana verde sobre 0s

aspectos metabolicos em modelo murino de obesidade.

2.2 Objetivos Especificos

e Auvaliar o efeito da dieta adicionada de farinha de banana verde sobre o
consumo de racéo e evolucédo ponderal dos animais;

e Auvaliar o efeito da dieta sobre 0o metabolismo lipidico dos animais;

e Auvaliar o efeito da dieta sobre 0o metabolismo glicidico dos animais;

e Auvaliar as alteragcGes morfoldgicas do tecido hepatico e adiposo;
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Obtencéo da farinha de banana verde

Para a elaboracdo da farinha de banana verde (FBV) foi utilizada banana, Musa
acuminata (grupo AAA), subgrupo Cavendish (denominada como nanicéo no Brasil), estagio
de maturacdo I, ndo submetida a cAmara de maturacdo, provenientes do mercado municipal
CADEG/CEASA, da cidade do Rio de Janeiro.

A producdo da farinha de banana verde foi realizada nas dependéncias do
Laboratério de Tecnologia de Alimentos (LABTEC — UERJ), Rio de Janeiro, Brasil, de
acordo com o processo proposto por Tribess et al., 2009. As bananas verdes (24 cm em
média) foram submetidas a higienizacdo em solucdo de hipoclorito de sddio (1%),
descascadas manualmente e imediatamente imersas em solu¢do com metabissulfito de sodio
(5%) e acido citrico (0,1%) por aproximadamente 15 minutos. A polpa da banana foi fatiada
(4 mm de espessura) e as fatias foram novamente imersas na mesma solucéo. As fatias foram
desidratadas em estufa com circulacdo de ar forcada de 1,0 m/s a uma temperatura constante
de 55°C, por 24 horas (Secador Proctor ans Schwartz, model k11556, Philadelphia, USA),
triturada em moinho (MA 680, Marconi, Piracicaba, Brazil) em particulas < 0,250 nm
(Figurad). As amostras de farinha foram empacotadas em sacos plasticos aluminizados e
estocadas em temperatura refrigerada (2-8° C).

Figura 4 Etapas da obtencdo da farinha de banana verde

i |
Fonte: O autor, 2016

3.2 Caracterizacdo da farinha da banana verde

As analises de caracterizacdo da FBV foram realizadas no Instituto de Tecnologia de
Alimentos (ITAL) (Campinas, Sdo Paulo, SP) de acordo com os protocolos da Association of
Official Analytical Chemists (AOAC, 2005) para lipideos totais e proteinas, (AOAC, 2010)
para fibra alimentar total, solUveis e insolGveis e amido resistente (AOAC, 2012) para cinzas
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e umidade (KALIL, 1975; PASSAMORE, 1975; USDA, 1963) para calorias. Todas as

analises foram realizadas em duplicata.

3.3 Dieta e modelo experimental

O presente protocolo experimental foi submetido e aprovado pelo comité de ética
para Experimentagdo Animal do Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes sob
protocolo de nimero 33/2016 (Anexo 1). Foram utilizados 40 camundongos machos de cepa
C57BL/6 com 90 dias de vida, obtidos do Centro Multidisciplinar para Investigacéo Bioldgica
(CEMIB - UNICAMP, Campinas, Sdo Paulo - SP) e separados aleatoriamente, sendo
divididos em 2 grupos, sendo eles: Controle (recebendo dieta padrdo AIN-93M, n=20) e
hiperlipidica (dieta experimental rica em banha de porco e &cidos graxos saturados, n=20)
durante 10 semanas. Ao final das 10 semanas, os animais foram novamente divididos em 2
novos grupos, totalizando 4 grupos, onde foi iniciado a oferta da racdo contendo FBV (por 4
semanas — tratamento agudo) (Figura 5), formando os seguintes grupos:

a) Grupo Controle (GC): dieta controle (AIN-93 M);

b) Grupo Controle (CB): dieta controle contendo 15% de FBV,

C) Grupo dieta hiperlipidica (HFD): dieta hiperlipidica com 50% de energia
proveniente de lipideos;

d) Grupo dieta hiperlipidica (HFB): dieta hiperlipidica com 50% de energia

proveniente de lipideos contendo 15% de FBV;

Figura 5 - Delineamento Experimental.

GC (n=20)

: ' GC (n=10) "
I ] 1
. CB (n=10) 1
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HFD (n=20) . HFD (n=10) .
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| ||
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Legenda: Animais do grupo Controle (GC), controle com 15% de farinha de banana verde
(CB), hiperlipidico com 50% do valor caldrico de lipidios (HFD), hiperlipidico com 15%
de farinha de banana verde (HFB).
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Os animais foram mantidos a temperatura controlada (aproximadamente 22° C), com
ciclo de luz claro/escuro de 12h, recebendo agua e ragdo ad libtum.

As ragdes foram elaboradas pela empresa Prag SolucGes Biociéncias Com. e Serv.
Ltda, seguindo as recomendacdes para roedores American Institute of Nutrition (AIN-93M)
(REEVES; NIELSEN; FAHEY, 1993), onde parte do amido foi substituida por FBV
mantendo as racdes isocaloricas e isoprotéicas (Figura 6) (Tabela 1).

Figura 6 — Racédo experimental pertencentes ao grupo HFB, HFD, GC e CB
4, g i - v o e A [

Fote: auior, 016

Tabela 1 — Composicéo das ragOes ofertadas

DIETAS
Nutrientes (g/Kg) CG CB HFD HFB
Amido’ (g) 62,1 478 348 20,5
FBV (g) 0,0 15,0 0,0 15,0
Caseina* (g) 14,0 13,4 17,5 16,9
Sacarose" () 10,0 10,0 10,0 10,0
Oleo de soja* (g) 4,0 3,9 4,0 3,9
Banha de porco® (g) 0,0 0,0 23,8 238
A.G. Saturados (%) 0,0 0,0 40,0 40,0
A.G. Insaturados (%) 0,0 0,0 60,0 60,0
Celulose’ (g) 5,0 5,0 5,0 5,0
Mineral* (g) 3,5 3,5 3,5 3,5
Vitamina® (g) 1,0 1,0 1,0 1,0
Cisteina* (g) 0,2 0,2 0,2 0,2
Colina* (g) 0,3 0,3 0,3 0,3
Carboidrato (g/Kg) 77,1 77,1 49,8 49,8
Proteina (g/Kg) 14,0 14,0 17,5 17,5
Lipidio (9/Kg) 4,0 4,0 27,0 27,0
Carboidrato (%) 77,0 77,0 39,0 39,0
Proteina (%) 14,0 14,0 14,0 14,0
Lipidio (%) 9 8,8 47 47
Carboidrato (Kcal) 308,4 308,4 199,2 199,2
Proteina (Kcal) 56,0 56,0 70,0 70,0
Lipidio (Kcal) 36 351 243,0 243,0
Energia (Kcal) 400,4 399,5 512,2 512,2

Legenda: ‘Prag Solucdes Biociéncias Com. e Ser. LTDA.
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Apobs a 142 semana, 0s animais foram submetidos ao sacrificio sendo eutanasiados
com a utilizacdo do anestésico Tiopental (0,09 mg/mL por 100g de peso) intraperitoneal.
Apos a certificagdo do efeito da anestesia, os animais foram posicionados em decubito dorsal
para incisdo da caixa toracica e exposicdo do coracdo. Através da puncdo cardiaca, as
amostras de sangue foram coletadas com a utilizagdo de agulhas heparinizadas e
acondicionadas em tubos de 1 mL. Para a obtencdo do plasma, o sangue foi centrifugado a
1300 rpm a 4°C por 15 minutos. Concomitantemente a este processo, foram dissecados o
figado, rim direito, coracdo, gordura retroperitoneal, epididimaria e subcutanea, pancreas e 0
ceco (com fezes). Partes desses tecidos foram armazenados a -80°C para as demais anéalises, 0
restante foi fixado em formalina de Milloning (1.27 mol/formaldeido em 0.1 M de tampé&o
fosfato pH 7,2).

3.4 Consumo alimentar e evolucéo ponderal

A massa corpérea foi avaliada semanalmente em balanca analitica. A ingestdo
alimentar dos animais foi acompanhada a cada dois dias e 0 consumo foi mensurado através
da subtracdo do resto da quantidade ofertada para cada grupo. O consumo calérico foi
estimado a partir do consumo em grama dos animais e das composi¢0es centesimais da ragcdo

comercial e da farinha de banana verde.

3.5 Medida do peso e volume do figado tecido adiposo

Apds o sacrificio, o figado e o tecido adiposo retroabidominal, epididimal e
subcutanea foram retirados e pesado em balanga analitica e o volume do figado foi aferido por
Sherle (SCHERLE, 1970).

3.6 Morfologia do figado

A densidade numérica dos hepatdcitos no figado foi determinada através do software
Stepanizer versdo 1.8 de 16 pontos-testes, onde a grade de pontos é sobreposta a imagem do
tecido e a contagem dos pontos que tocam o tecido € realizada. O resultado é dado pela
divisdo entre os somatorio dos pontos encontrados e 0 somatorio dos pontos totais do sistema

e é expresso em porcentagem.
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3.7 Morfometria do tecido adiposo

O didmetro dos adipdcitos foram analisados através do software Stepanizer versao
1.8 com 3 campos por animal e 5 animais por grupo. Para a contagem foram desconsiderados

os adipdcitos que encostassem nas linhas proibidas representadas por 2 linhas tracejadas.

3.8 Analise histologica do figado e do tecido adiposo

Para as andlises histoldgicas, os tecidos do figado e do tecido adiposo extraido dos
animais foram previamente fixados em formalina de Milloning e posteriormente incluidos em
Paraplastplus® (Sigma-AldrichCo, St. Louis, USA) para a seccdo de cortes de 5 pum de
espessura. As laminas foram coradas em Hematoxilina-Eosina (HE) e 3 imagens por lamina
foram realizadas em camera Olympus DP71 e com microscépio de fluorescéncia Olympus
BX60 (Olympus, Tokyo, Japan). As analises foram realizadas através do programa Image-Pro
Plus versdo 7.0 (Media Cybernetics, Silver Spring, MD, USA).

3.9 Analises Bioquimicas

3.9.1 Glicemia de jejum e TOTG

ApOs submeter os animais com jejum de 6 horas, foi realizada secgdo proxima a
extremidade da cauda do animal e os niveis de glicose dos mesmos foram determinados a
partir do sangue coletado em fita especifica e aferido em medidor automatizado (Accu-Check
Active; Roche, Mannhein, Germany). Para a estimativa da capacitacéo sistémica de glicose 0s
animais foram gavados com solucdo de glicose (5g de glicose em 20mL de solucgéo salina).
As dosagens foram realizadas imediatamente antes da sobrecarga de glicose e aos tempos 15,

30, 60 e 120 minutos. Os valores encontrados foram expressos em mg/dL.

3.9.2 Insulina e leptina

A avaliacdo da concentracdo de insulina e leptina sérica foram realizadas por método
de quantificacdo ndo-radioativa através do Kit Rat/mouse ELISA (96-Well Plate Cat.
#EZRMI-13-K, #EZML-82K, Millipore, MO, respectivamente) seguindo instrucdes do
fabricante.
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3.9.3 Perfil lipidico

Para colesterol total, triglicerideos, lipoproteinas de alta densidade (HDL-c),
lipoproteinas de baixa densidade (LDL-c) e HDL ndo-Colesterol plasmatico (valor
representado pela soma de IDL + LDL + VLDL), foram determinados por ensaios
colorimétricos através de Kits comerciais (Bioclin, Belo Horizonte, Brasil). As analises foram

feitas em duplicatas e os resultados expressos em mg/dL.

3.10 indice HOMA-IR

O indice de resisténcia a insulina foi obtido através do célculo do indice HOMA
(Homesostasis Model Assessment) calculado de acordo com MATTHEWS et al. (1985), onde
HOMA - IR é determinado pela multiplicagdo do valor de insulina (uUI/mL) pela glicose

(mmol/L) e posteriormente dividido por 22,5.

3.11 Analise estatistica

Os resultados foram expressos em média + desvio padrdo da média. Nos valores de
evolucdo ponderal até a décima semana de experimento foi utilizado o teste T para determinar
as diferencas de massa corporal entre os grupos. Para analisar os dados a partir da décima
semana foi utilizado o teste de Kolmogorov-Srminorv para a avaliar a distribuicdo dos dados
e para analise de variancia foi utilizado one way ANOVA com significancia estatistica para
p<0,05. Para determinar o efeito de interacdo entre os fatores obesidade e intervencédo
dietética com FBV foi utilizado Two-way ANOVA com significAncia para p<0,05. As
diferencas entre os grupos, quando aplicaveis, foram avaliadas por pés — teste de Holm-sidak.
Todas as analises foram feitas no software GraphPadPrism versao 6.
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4 RESULTADOS

4.1 Caracterizagdo da farinha de banana verde

A composigdo centesimal demonstrou que dentre os macronutrientes, a FBV
apresentou maior quantidade de carboidratos, com 77,389 e cerca de 5,329 e 0,459 de
proteinas e lipideos, respectivamente, por em 100g de FBV. Quanto a fibra alimentar, a FBV
apresentou 5,969 sendo sua maior parte composta por fibra insolivel com 3,28g. Em relacédo
ao amido resistente, seu valor alcancado em 100g da amostra foi de 22,80% (tabela 2).

Tabela 2 - Composicdo centesimal da farinha de banana verde.

Farinha da banana verde (1009)

Determinagao Média + DP

Umidade e volateis (g/100g) 7,57+0,11

Cinzas (g/100g) 3,32 £0,02

Lipideos totais (g/1009) 0,45+ 0,02

Proteinas (Nx5,75) (g/100g) 5,32 + 0,06
Carboidratos (g/100g) 77,38°

Amido Resistente (g/100g) 22,80 + 0,56

Fibra alimentar total (g/100g) 5,96 £ 0,06

Fibra Alimentar soltvel (g/100g) 2,68 £ 0,00

Fibra alimentar insolavel (g/100g) 3,28 £ 0,06

Calorias (Kcal/100g) 335"

#Calculado por diferenca:100 - (g/100g umidade + g/100g cinzas + g/100g lipidios totais + g/100g proteina +
0/100g fibra alimentar total);

®0 valor calérico da amostra foi calculado pela soma das porcentagens de proteina e carboidratos multiplicados
pelo fator 4 (Kcal/g) somado ao teor de lipidios totais multiplicado pelo fator 9 (Kcal/g).

4.2 Evolucdo ponderal e consumo de racdo dos grupos experimentais

No decorrer de dez semanas, 0s animais foram divididos em dois grupos
experimentais, GC e HFD (Figura 7). A partir da segunda semana 0s animais do grupo HFD
ja apresentaram maior (p<0,05) ganho ponderal, sendo esta diferenca mais significativa
(p<0.001) ao final da 10% semana. A adicdo de 15% da FBV preveniu o ganho de massa
corporal dos animais, principalmente no grupo HFB em relacdo ao HFD (p<0,05).

Ao inicio do experimento, os animais foram divididos em dois grupos, GC e HFD,
recebendo suas respectivas racdes. A partir da terceira semana, o grupo HFD apresentou
maior massa corporal em relacdo ao GC (+7%, p<0,05). Ao final da décima semana, 0s
animais do grupo HFD permaneceram com valores superiores ao GC (+30%, p<0.05). A

partir da décima primeira semana, apds a intervencdo da FBV, houve a subdivisdo dos grupos
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em GC e HFD em CB e HFB. Foi observado que o grupo HFB apresentou menor ganho
ponderal em comparagdo ao seu grupo correspondente sem adicdo da FBV. J& na décima
segunda semana o grupo HFB apresentou menor massa corporal em relagdo ao grupo HFD (-
5%, p<0,05) e permaneceu em declinio até a Gltima semana de experimento, 14 semana (-
8%, p<0,05). Em relacdo ao grupo CB, o grupo HFB mostrou aumento de massa corporal
(+15%, p<0,05) e o grupo HFD atingiu diferenca de + 24% (p<0,05) (Figura 7).

Figura 7 — Evolugé&o ponderal dos animais ao longo das 14 semanas de
experimento.
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Legenda: Animais do grupo Controle (GC), controle com 15% de FBV (CB),
hiperlipidico (HFD) e hiperlipidico com 15% de FBV (HFB). Valores representam a
média * desvio padrdo da média. * p<0,05 em relagdo ao GC # p<0,05 em relagao

ao grupo CB e + p<0,05 em relagdo ao grupo HFD.

O consumo médio de dieta em gramas nao foi diferente entre 0s grupos
experimentais ao longo das 14 semanas de experimento (Figura 8A). No entanto, ao
compararmos a ingestdo energética, observamos um aumento do consumo calérico nos grupos

hiperlipidicos, HFD e HFB, quando comparados aos grupos controles, CG e CB (Figura 8B).
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Figura 8 - Consumo da racdo em gramas (g) (A) e quilocalorias (Kcal) (B)
entre 0s grupos experimentais. Animais dos grupos controle (GC), controle
com 15% de FBV (CB), hiperlipidico (HFD) e hiperlipidico com 15% de
FBV (HFB).

A B

©
1

—
_I

Consumoderag&do/dia(g)
N S
L
Consumo de energial/dia (Kcal)
~

o
I

Valores representam a média + desvio padrdo da média. * p<0,05 em relagdo ao grupo
CG e # p<0,05 em relacéo ao grupo CB e + p<0,05 em relacdo ao grupo HFD.

4.3 Perfil Metabdlico e Bioquimico

4.3.1 Teste oral de tolerancia a glicose (TOTG)

Ao avaliar a capacidade de metabolizacdo da glicose através do teste oral de
tolerdncia a glicose, observamos que foi necessario um maior tempo para que o grupo HFD
reduzisse a concentracdo de glicose plasmatica em relacdo aos demais grupos, sendo que ao
final de 120 minutos possuiu uma maior concentracdo sérica em relacdo ao grupo GC
(+102%, p<0,05), CB (+135,8%, <p<0,05) e HFB (+99,6%, p<0,05) (Figura 9A). O grupo
HFD apresentou maior area sob a curva, area esta que determina a concentracdo de glicose
sérica em funcdo do tempo e a sua capacidade de metabolizacdo em um organismo, em
relacdo ao GC (+31,2%, p< 0,05), CB (+50%, p<0,05) e HFB (+16,6%, p<0,05) e 0 grupo
HFB, apresentou valores semelhantes ao GC (Figura 9 B).
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Figura 9 — Teste oral de tolerancia a glicose (TOTG) nos grupos experimentais.
Animais dos grupos controle (GC), controle com 15% de FBV (CB), hiperlipidico
(HFD) e hiperlipidico com 15% de FBV (HFB).
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Valores representam a média + desvio padrdo da média. * p<0,05 em relacdo ao grupo CG e #
p<0,05 em relacéo ao grupo CB e + p<0,05 em relac¢do ao grupo HFD.

4.3.2 Efeitos da adicdo de FBV nas concentracdes séricas de insulina e HOMA —IR.

As concentragcbes de insulina foram superiores (p<0,0001) no grupo HFD,
comparado aos demais grupos experimentais (em relacdo ao GC, +46,60%, p<0,0001; em
relacdo ao CB, +55,77%, p<0,0001; HFB, +53,20%, p<0,0001). A adicdo da FBV na dieta
hiperlipidica preveniu o aumento das concentracdes sericas de insulina no grupo HFB (-
113,68%, p<0,0001) quando comparado ao grupo HFD (Figura 10 A). Para parametros de
HOMA-IR, que avalia a resisténcia a insulina, é notério observar que o grupo obeso (HFD)
apresentou maior (p<0,0001) resisténcia ao hormdnio quando comparados aos grupos GC
(+46,8%, p<0,0001), CB (+34,0%, p<0,0001) e HFB (+38,0 %, p<0,0001) (Figura 10 B).



Figura 10 — Efeitos da adicdo de FBV nas concentracOes séricas de insulina
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Valores representam a média + desvio padrdo da média. * p<0,0001 em relagdo ao CG, #
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4.3.3 Leptina

ao grupo HFD.
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As concentracdes séricas de leptina foram superiores (p<0,0001) no grupo HFD em
relacdo aos grupos GC (+50,5%, p<0,0001) e CB (+34,7%, p<0,001). O grupo HFB

apresentou valores menores (p<0,0001) quando comparado ao HFD demonstrando uma

reducdo de -43,1% (Figura 11).

Figura 11- Efeitos da adicdo de FBV nas
concentragdes séricas de leptina entre 0s
grupos  experimentais. Legenda:  Grupo
Controle (CG), grupo controle com 15% de
FBV (CB), grupo hiperlipidico (HFD) e grupo
hiperlipidico com 15% de FBV (HFB).
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4.3.4 Perfil lipidico e glicidico plasmético dos animais

As concentracdes séricas de triacilglicerol, colesterol total, LDL-c e Colesterol ndo-
HDL foram superiores (p<0,0001) no grupo HFD quando comparado aos demais grupos
experimentais, sendo que nas analises de triacilglicerol: GC (+42,7%, p<0,0001), CB
(+48,0% p<0,0001), HFB (+41,0%, p<0,0001); Colesterol total: GC (+29,0%, p<0,0001), CB
(+42,0%, p<0,0001), HFB (+35,0% p<0,0001); LDL-c: GC (+41,0%, p<0,0001), CB
(+40,0%, p<0,0001), HFB (+41,0% p<0,0001); Colesterol ndo-HDL: GC (+38,0%, p<0,001),
CB (+58,0%, p<0,001), HFB (+%55,0, p<0,001).

A concentracdo plasmatica de HDL-C foi superior no grupo HFB (+32,84%,
p<0,0001) quando comparado ao HFD e ao GC e (+13,90%, p<0,0001). As concentracdes de
glicose de jejum foram superiores (p<0,003) no grupo HFD quando comparado aos demais
grupos experimentais: GC (+18,05%, p<0,003), CB (+20,31%, p<0,0034), HFB (+14,82%,
p<0,034) demonstrando assim, a capacidade da FBV em manter a glicemia de jejum

semelhante ao GC.

Tabela 3 — Marcadores bioquimicos de perfil lipidico e glicidico dos animais entre
0S grupos experimentais.
Parametros CG CB HFD HFB

Triacilglicerol (mg/dL)  g38+16,7  759+12,9  146,4+48,1*"  86,5+9,5"

Colesterol total N
118,9+19,3 97,1+26,6 167,7435,2%  108,9+19,1*"

(mg/dL)

LDL-C (mg/dL) 33,046,0 33,4453 56,05,7*" 33,2475
HDL-C (mg/dL) 76,8+9,0 87,5+12,6  59,9+12,6*  892+16"

HDL-ndo-C (mg/dL))  531+122  359+11,0  850+23,9%  381+17,8"
Glicose (mg/dL) 134,3+153 130,6+17,8  163,9+16,1"  139,64+20,3

Legenda: Grupo Controle (CG), grupo controle com 15% de FBV (CB), grupo hiperlipidico
(HFD) e grupo hiperlipidico com 15% de FBV (HFB). Valores representam a média + desvio
padrdo da média. * p<0,0001 em relagdo ao CG, # p<0,0001 em relacdo ao grupo CB e +
p<0,0001 em relacdo ao grupo HFD.

4.4 Morfologia do tecido hepético e adiposo

O volume do tecido hepéatico do grupo HFD foi maior (+77%, p<0,05) quando
comparado a0 GC. O grupo HFB apresentou menor volume hepatico (-28%, p<0,05)

comparado ao grupo HFD, ndo apresentando diferenca significativa do grupo CB (Figura 12).
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Figura 12 - Volume do tecido hepético entre os
grupos experimentais. Legenda: Animais dos grupos
controle (GC), controle com 15% de FBV (CB),
hiperlipidico (HFD) e hiperlipidico com 15% de
FBV (HFB).
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Valores representam a média = desvio padrdo da meédia. *
p<0,05 em relacdo ao grupo CG e # p<0,05 em relacdo ao
grupo CB e + p<0,05 em relacéo ao grupo HFD.

A massa de tecido adiposo total foi calculada com base no somatério da massa de
tecido adiposo retroabdominal e epididimario. Ao final das 14 semanas de tratamento, foi
observado que o grupo HFD apresentou maior massa de gordura total quando comparado aos
diferentes grupos experimentais. Sendo a adi¢do da FBV na dieta um fator de protecdo para o
deposito de gordura corporal, inclusive para 0 HFB que ndo apresentou diferenca significativa
em nivel de controle, ao passo que em comparagéo ao grupo HFD, houve reducéo de -35,2%
(p<0,0001) (Figura 13 A). O grupo HFD apresentou maior indice de gordura visceral em
comparagdo aos demais grupos: GC (+32,12%, p<0,0001), CB (+ 66,24%, p<0,0001), HFB
(+27,61%, p<0,0001). O grupo CB apresentou menor indice de gordura visceral (-49,73%
p<0,0001) ao comparar-se com o grupo GC, destacando a potencialidade da FBV no controle
de adiposidade dos animais que ndo foram submetidos a intervencdo com a FBV na dieta
(Figura 13 B)
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Figura 13- Massa de tecido adiposo total (Figura 13 A) e
indice de gordura visceral (Figura 13 B) nos grupos
experimentais. Legenda: Animais do grupo controle (GC),
controle com 15% de FBV (CB), grupo hiperlipidico (HFD) e
grupo hiperlipidico com 15% de FBV (HFB).
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Valores representam a média * desvio padrdo da média. * p<0,0001 em
relacdo ao grupo CG, # p<0,0001 em relacdo ao grupo CB e + p<0,0001
em relagdo ao grupo HFD.

4.5 Estereologia de Tecido Hepatico e Morfometria de Tecido Adiposo

4.5.1 Estereologia do tecido hepatico (esteatose hepatica)

A andlise histologica do tecido hepatico corado em hematoxilina e eosina apresentou
maior concentracdo de goticulas de gordura nos hepatécitos dos animais do grupo
hiperlipidico que foram tratados com dieta hiperlipidicas comercial. O grupo hiperlipidico
tratado com adicdo da FBV (HFB) revelou menor percentual de goticulas de gordura nos
hepatdcitos dos animais.

O percentual de esteatose hepatica foi mais elevado no grupo HFD (p<0,0001) quando
comparado aos grupos GC, CB e HFB (+146,6% p< 0,0001, +169,0% p<0,0001 e +124,0%
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p<0,0001, respectivamente) (Figura 14). O grupo hiperlipidico que recebeu a adicdo da FBV (HFB)
ndo apresentou diferenca significativa quando comparado ao GC. Entretanto, o grupo HFB
apresentou percentual mais elevado de gordura hepatica (+118,2% p<0,0001) que o CB.

O didmetro dos adipocitos do grupo CB foi menor (p<0,0001) em relagéo ao grupo GC. O
grupo HFB apresentou menor didmetro (p<0,0001) em relagdo ao grupo HFD e maior diametro em
relacdo aos grupos GC e CB. As laminas histoldgicas do tecido adiposo coradas com hematoxilina e
eosina mostraram 0 aumento da quantidade de goticulas de gordura nos adipdcitos do grupo HFD

em comparacao aos grupos tratados com adicéo de FBV.

Figura 14 - Efeitos das dietas nos hepatécitos dos
animais em diferentes grupos experimentais. Animais
dos grupos Controle (GC), Controle com 15% de FBV
(CB), hiperlipidico (HFD) e hiperlipidico com 15% de
FBV. Cortes representativos do figado corado em HE
(A): (a) tecido hepético representativo do animal do
GC, (b) CB, (c), HFD e (d) HFB; e Esteatose hepatica

(B).
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Valores representam a média + desvio padrdo da média. *p
<0,0001 em relacdo ao grupo GC, # em relacdo ao grupo CB e *
em relacdo ao grupo HFD.



4.5.2 Morfometria do tecido adiposo

Figura 15 — Morfometria do Tecido Adiposo dos animais em
diferentes grupos experimentais. Animais dos grupos Controle
(GC), Controle com 15% de FBV (CB), hiperlipidico (HFD) e
hiperlipidico com 15% de FBV. Cortes representativos do tecido
adiposo corado em HE (A): (a) tecido adiposo representativo dos
animais do GC, (b): CB, (c): HFD e (d): HFB; e Diametro do
adipdcito (B).
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4.6 Efeitos especificos da intervencdo com FBV e obesidade

A interagdo entre obesidade com a intervencdo de FBV foi determinada para os
sequintes parametros: Colesterol Total e insulina. A obesidade foi significativamente
influenciada para os parametros de glicemia de jejum, triacilglicerol, LDL-c, colesterol ndo-
HDL, insulina e gordura total. Ja a intervencdo com FBYV apresentou influéncia em todos os

parametros analisados positivamente, determinados pelo valor de P. (tabela 4).

Tabela 4 - Andlise estatistica Two-way ANOVA em relacéo a interacdo entre obesidade e
intervencgdo de FBV e teste de significancia.

ZVK/'%:/\AVay % de variagdo e teste de significancia
Interacéo Obesidade Intervencéo FBV

Parametros % P % P % P
Glicemia de Jejum 3.580 0,233 22,04 0,005 7,478 0,0894
Colesterol Total 7,755 0,005 1,694 0,1880 18,80 0,0001
Triacilglicerol 1,988 0,1964 5,614 0,0316 5,534 0,0328
HDL-c 0,909 0,4861 0,2500 0,7143 32,72 0,0002
LDL-c 1,163  0,3981 6,105 0,0562 9,471 0,0185
Colesterol-ndo-HDL 8,945  0,0686 11,79 0,0395 41,72 0,0007
Insulina 10,90  0,0062 21,86 0,0002 20,89 0,0003
Gordura Total 0,016  0.9055 51.22 <0,0001 8,067 0,0113

Legenda: P: p valor
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5 DISCUSSAO

A banana em seu estagio inicial de maturacdo é rica em amido resistente, o que lhe
confere propriedades funcionais semelhantes as fibras alimentares (PEREIRA, 2007; RECH,;
FREYGANG; AZEVEDO, 2014). A ingestdo de amido resistente estd associada com a
prevencdo de DCNT, como obesidade, DM 2 e doencas cardiovasculares, apresentando
potencialidade no controle do desenvolvimento de DCNT (RENZANO et al., 2008). Assim,
estudos de intervencao dietética com amido resistente vém sendo realizados com objetivo de
avaliar os possiveis beneficios em diferentes marcadores de DCNT (HOLSCHER, 2017;
SLAVIN, 2013; DUNCAN et al., 2007; WUTZKE; SCHMIDEK, 2017). No presente estudo,
a adicdo de FBV na dieta de camundongos obesos por um periodo de 4 semanas foi suficiente
para demonstrar efeito protetor no acimulo da massa do tecido adiposo, esteatose hepatica, e
no controle das concentragdes séricas de marcadores bioquimicos do metabolismo de glicidios
e lipidios.

A presenca do AR na dieta ndo alterou o consumo de ragdo entre todos 0s grupos
experimentais, apesar de alguns estudos relatarem o possivel aumento da saciedade com a
presenca do amido resistente na dieta (BERNAUD; RODRIGUES, 2013). Walter et al.,
(2005) ao avaliarem os efeitos de dietas contendo AR em diferentes concentragdes (0, 3, 9 e
18%) por um periodo experimental de 15 dias, demonstraram que a adi¢do de AR as racdes
ndo influenciou no consumo entre os grupos. Alguns estudos verificaram que o0 aumento na
concentracdo de compostos diluidores (fibras e amido resistente), ndo causam efeitos
significativos referentes ao consumo de racdo mesmo diminuindo a energia digerivel final
(RECH; FREYGANG; AZEVEDO, 2014).

No entanto, € importante destacar que apesar de ndo ter havido diferenca
significativa na ingestdo alimentar, houve reducdo da massa corporal do grupo HFB quando
comparado ao seu controle, HFD, a partir da décima primeira semana de estudo. Da mesma
forma, Walter et al. (2005) e Morand (1992), apés adicionarem 18% de amido resistente ou
60% de amido de milho na dieta dos ratos, observaram que ndo houve diferenca quanto ao
consumo alimentar dos animais, mas verificaram que 0s animais que consumiram AR
apresentaram menor ganho de massa corporal quando comparados aos grupos que receberam
a dieta com amido digerivel na composi¢édo da racao.

De maneira semelhante, Cardenette (2006) observou a reducdo de 6% do peso
corporal de ratos tratados com o percentual de 10% de amido resistente no final do

experimento sem diferenca significativa quanto ao consumo alimentar médio. A presenga do
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AR na dieta assume caracteristicas semelhantes as das fibras alimentares influenciando
aumento da excrecdo de nutrientes como os lipidios, reduzindo assim a bioacessibilidade
deste nutriente para absorcdo. (CHEREM; BRAMOSRKI, 2008; LOBO; SILVA, 2003,
FIGUEREDO; DIAS; RIBEIRO, 2009) Sugerindo que o AR pode ser uma estratégia
nutricional para manutengdo ou reducdo de peso corporeo, uma vez que a digestibilidade da
dieta e 0 ganho de peso tendem a diminuir com o consumo da ingestio de AR
(BIRKETVEDT et al., 2005).

O consumo de dieta hipercal6rica e hiperlipidica favorecem o acumulo de tecido
adiposo visceral e consequentemente o desenvolvimento da obesidade. Em nosso estudo, 0s
animais que receberam dieta rica em lipideos durante todo o protocolo experimental,
apresentaram maior indice de adiposidade em relacdo ao HFB. Sabe-se que o tecido adiposo
viceral capacidade de aumentada de liberagdo de &cidos graxos livres (AGL) na circulagéo
portal que, por sua vez, poderdo ocasionar uma piora na sensibilidade a insulina no musculo
esquelético, diminuicdo na captacdo hepatica de captar glicose e insulina, aumento da
gliconeogénese e da producdo hepatica de lipidios (VLDL-triacilglicerdis) e prejuizos na
secre¢do pancredtica de insulina.

Ou seja, este deposito — que possui altos niveis de retorno de lipidios, com alta
capacidade lipolitica em momentos de estresse ou jejum e alta capacidade de sintese e estoque
de triacilglicerol em momentos de repouso — estaria constantemente exportando &cidos graxos
para outros tecidos como o figado, pancreas e musculo esquelético. Estes tecidos, por sua vez,
possuem uma capacidade limitada de oxidar e estocar lipidios e, quando esta capacidade é
atingida, ocorre o chamado efeito lipotdxico dos lipidios (FONSECA-ALANIZ et al., 2006)

Esta lipotoxicidade leva a resisténcia a insulina através da os AGL poderiam estar
ocasionando a resisténcia a insulina através da diminuicdo da atividade de uma proteina da
cascata de sinalizacdo da insulina, a IRS-1 (substrato do receptor da insulina 1), prejudicando
0 transporte de glicose. Os AGL também podem prejudicar a translocacdo e sintese do
transportador de glicose (GLUT4) no musculo esquelético e no tecido adiposo (PEREIRA,
FRANCISCHI; LANCHA-JR, 2003; FONSECA-ALANIZ et al., 2006).

Em nosso estudo foi possivel observar que a capacidade dos animais do grupo HFB
em metabolizar a glicose em um periodo maximo de 2h (TOTG) a foi semelhante aos grupos
controles (GC e CB). Zhou e col (2015) e Matsuda e col (2016) observaram que a diminuigéo
da glicemia através da acdo do AR € regulada pela relacdo dos niveis de expressdo das
enzimas da glicogénese, GS (Glutamina sintetase), GYG1 (Glicogenina -1) e GS2 (Glutamina

sintetase do tipo 2) contribuindo parcialmente para a reducdo de glicose no sangue através da
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transformacao de glicose em glicogénio hepatico. Observamos ainda que a glicemia de jejum
e as concentragBes séricas de insulina também foram reguladas pela ingestdo do AR,
promovendo normalizacdo destes marcadores metabdlicos no grupo HFB.

A adicdo de FBV em nosso trabalho melhorou o metabolismo glicidico com
diminuicdo da glicemia de jejum e da concentracdo de insulina e a resisténcia a insulina.
Resultados semelhantes foram encontrados por Zhang e colaboradores (2015), em seus
achados em humanos e ingestio de AR (30%) observaram que houve aumento da
sensibilidade a insulina, porém sem alteracdo no peso corporal ou massa de gordura dos
individuos analisados. Outro estudo, mostrou que a ingestdo de AR por 4 semanas foi capaz
de reduzir a glicemia como também a sensibilidade a insulina em ratos obesos (AZIZ et al.,
2009). Portanto é relevante destacar que a acdo do AR quanto a sua capacidade de melhorar
0s parametros no metabolismo de glicidios estd na hipdtese de energia difusa progressiva
(EDP), ou seja, mecanismo que possibilita menor velocidade no TGI (trato gastrointestinal)
no processo de digestdo ocasionando uma metabolizacdo mais lenta da glicose exigindo
menor utilizagéo de insulina (PEREIRA, 2007).

Estudos com ratos diabéticos alimentados com amido resistente tipo 2 com alto teor
de amilose, 0 mesmo presente na FBV, e amido de milho mostraram consistentemente a
diminuicdo da resposta glicémica pos-prandial bem como concentracdes plasmaticas de
triacilglicerdis e colesterol (ZHOU et al., 2015; CHARRIER et al., 2013). E discutido também
na literatura que a utilizacdo de AR tipo 2 em experimentos com modelos de ratos e
camundongos ndo obesos com diabetes tipo 2 ¢ capaz de aumentar a proliferacdo de células 3
pancreaticas e consequentemente a sensibilidade a insulina com substituicdo média de amido
de milho por AR numa proporcao que varia entre 35 a 55% na dieta total por 4 semanas de
tratamento experimental (HARAZAKI et al., 2014).

No entanto, ha relatos na literatura que apresentam pequenas ou nenhuma mudanca
em relagdo ao controle glicémico, resisténcia insulinica, perda de peso e acimulo de gordura
em adipdcitos que podem ser justificados pela variabilidade em modelos animais, dosagem e
tipo de AR (ROHLFING et al., 2010; ZHU et al., 2012; CHARRIER et al., 2013).

O aumento da gordura corporal esta relacionada com a resisténcia a insulina, e sabe-
se que uma dieta rica em amido resistente pode ser capaz de aumentar a mobilizacdo e a
utilizacdo das reservas de gordura como resultado direto de uma reducdo na secrecdo desse
horménio anabdlico que quando em concentracfes elevadas no plasma favorece a lipogénese
(NUGENT, 2005; ZARAGOZA et al., 2010). Destaca-se ainda, que no presente estudo, que
ao avaliar a massa de tecido adiposo, foi possivel observar que os grupos que foram
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submetidos a intervencdo com a FBV apresentaram reducdo do ganho de tecido adiposo total
e menor indice de gordura visceral.

O aumento do tecido adiposo pode ser decorrente da constante hipertrofia dos
adipdcitos que afeta suas funcionalidades enddcrinas resultando em alteracfes na secrecéo de
adipocinas, como a leptina e a adiponectina levando ao descontrole do balanco energético
(QUEIROZ et al., 2009). Nessas condicGes, os adipocitos podem secretar interleucinas
inflamatdrias, como o MCP-1, que promove o acumulo de macr6fagos no tecido adiposo
contribuindo no estado pré-inflamatério ja observados em camundongos e em humanos
(RIBEIRO-FILHO et al., 2006; VOLP et al., 2008; QUEIROZ et al., 2009).

Em individuos obesos, a hiperleptinemia esta frequentemente associada com
resisténcia a leptina, uma condi¢do em que a capacidade de estoque de gordura apresenta-se
aumentada em relagédo a capacidade de oxidacdo da mesma. A resisténcia a leptina pode vir a
potencializar o desenvolvimento de esteatose hepéatica e acimulo de gordura ectdpica no
pancreas. (TILG & MOSCHEN, 2006; SURMI & HASTY, 2008). Portanto, a hiperleptinemia
seguida do quadro de resisténcia a leptina pode ser uma importante causa disfuncdo de
adipdcitos e suas consequéncias, e da sobrecarga de lipideos em tecidos periféricos na
obesidade, fator este, favoravel ao desenvolvimento de resisténcia a insulina (VAZQUEZ-
VELA et al., 2008).

Foi observado que os animais do grupo HFB apresentaram adipdcitos com menores
didmetros e menor concentracdo de leptina plasmatica quando comparado ao grupo HFD. Este
resultado suporta a hipdtese de que a FBV promove beneficios na perda de massa corporal,
através da perda de massa de tecido adiposo, promovendo menor hipertrofia dos adipocitos e
preservando a sua funcionalidade. Nao houve reducdo do consumo de racdo no grupo HFB
em comparacdo ao HFD. Destaca-se também que o aumento da concentracdo da leptina no
grupo HFD esta relacionado ao processo de hipertrofia do tecido adiposo, principal local de
sua producdo. Em nosso trabalho, a FBV apresentou efeito protetor ndo apenas no acimulo de
tecido adiposo, mas também na morfologia do mesmo, onde apresentou menor hipertrofia.

Maziarz et al. (2017) em um estudo com humanos com duragdo de 6 semanas,
avaliou a concentragdo sérica de leptina apds consumo de muffins enriquecido com 30g de
amido resistente e pode observar que ao final do tratamento, os individuos do grupo com
intervencdo do amido resistente apresentaram reducao significativa das concentracfes sericas
de leptina independente das mudancas de massa corporal. Outros estudos com animais, como
0 de Goldsmith et al (2017) que avaliaram o consumo de AR em ratos diabéticos e a relacao

com o acumulo de gordura abdominal e concentracdo de leptina observaram que 0s animais
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alimentados com 25% de amido resistente apresentaram menor acimulo de gordura
abdominal (embora sem diferenga significativa com o demais grupos que ndo sofreram a
intervencdo) e consequentemente menor concentragédo de leptina.

O consumo em longo prazo de dietas hiperlipidicas, favorece ao desenvolvimento de
dislipidemia (ROSSINI; DA SILVA; MORAES, 2012). Em nosso estudo, o grupo HFD
apresentou maiores concentracdes de triacilglicerol, colesterol total, LDL e colesterol ndo-
HDL plasmético. Foi possivel observar que a intervengdo com a FBV regulou o metabolismo
de lipidios melhorando estes indicadores metabdlicos.

Um possivel mecanismo de acdo do AR no metabolismo de lipideos é a sua
capacidade em reduzir a hidrolise da gordura dietética através da supressdo de enzimas
digestivas, diminuindo assim a absor¢éo de gordura a partir do intestino, aumentando a sua
excrecdo e diminuindo o colesterol plasméatico (PEREIRA, 2007; Sl et al., 2016). Além disso,
0 consumo da ragdo experimental (com AR na composi¢do) pode promover aumento na
producdo de AGCC (butirato, propionato e acetato) pela microbiota intestinal através da
fermentacdo, em particular, o propionato e butirato que podem apresentar efeito inibitério na
sintese de colesterol (ZHOU et al., 2015).

O propionato reduz a sintese de colesterol através da inibicdo da enzima hidroxi-
metil-glutaril-Coa-redutase (HMG-Coa-Redutase) e o0 acetato pode também contribuir para a
reducdo da absorcdo do colesterol proveniente da dieta (QUEENAN et al., 2006). Recentes
estudos experimentais tem observado mecanismos atribuidos ao butirato, como promover o
gasto de energia através do aumento da expressdo do regulador transcricional mitocondrial
PPAR-a (Receptor ativado por proliferador de peroxissoma) e da proteina desacopladora
UCP-1 (uncoupling protein 1), levando também a uma melhora da resisténcia ao horménio
insulina, e sugerindo, portanto uma possivel modulacdo transcricional génica a partir do
amido resistente (QUEENAN et al., 2006; ZHOU et al., 2015).

Matsuda et al (2016) observaram que a administracdo de 70% de amido resistente na
racdo por 4 semanas foi eficiente para diminuir pardmetros como triacilglicerdis, colesterol e
LDL mesmo ap6s gavagem de 5ml/kg de peso apds jejum de 6h. Nosso resultados
demonstram também melhorias de todos os parametros do perfil lipidico dos animais tratado
com FBV, destacando o grupo HFB que alcancou valores semelhantes aos dos grupos
controles, mesmo com menor percentual de amido resistente (22,80%).

Rideout et al (2016) ao avaliar o efeito do AR em modelos suinos por um periodo
experimental de 8 semanas, observaram que 0s animais tratados com amido resistente

encapsulado ndo diferiram muito do grupo placebo para parametros de triacilglicerol e LDL,
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porém apesentaram diferenca para HDL. No presente estudo, para HDL, as concentracfes
plasméticas mostraram-se maiores nos grupos CB e HFB. A FBV interferiu no controle
desses parametros no grupo HFB, onde suas concentracBes séricas apresentaram valores a
nivel do GC, demonstrando que a acdo da FBV é eficaz no tratamento de dislipidemia.

No presente estudo foi possivel observar que os animais obesos do grupo HFD
apresentaram maior densidade de gordura nos hepatocitos quando comparado aos demais
grupos, destacando sua diferenca significativa em relagdo ao grupo HFB, caracterizando ao
primeiro, o quadro de esteatose hepatica.

O é&cido graxo livre em excesso, caso ndo seja oxidado ou transportado pela
circulacdo em forma de VLDL-c pode ser sintetizado em triacilglicerdis e depositado no
figado podendo dar inicio a DHGNA. Esse acimulo de gordura nos hepatdcitos em
associacao a resisténcia insulinica em individuos obesos pode levar ao processo de fibrose e a
perda da funcionalidade do 6rgdo (BRUNT; TINIAKQOS, 2010).

Uma vez estabelecida a esteatose hepatica, o figado fica susceptivel ao estresse
oxidativo (segundo hit). O acimulo de gordura no figado sob a forma de triacilglicerol, que
ocorre simultaneamente com o aumento da lipotoxicidade (devido aos niveis elevados de
AGL, colesterol e outros metabodlitos lipidicos) acarreta numa disfuncdo mitocondrial em
decorréncia do estresse oxidativo. Como consequéncia, ha a formacdo de radicais livres,
gerando potenciais efeitos deletérios aos hepatdcitos, como: peroxidacdo lipidica, inducdo de
citocinas como fator de necrose tumoral (TNF-a) e fator de crescimento semelhante a insulina
e infiltracdo de neutrofilo resultando na morte de hepatécitos (BUZZETTI et al., 2016; Sl et
al., 2016). A incorporacdo da FBV na dieta dos animais ndo sé proporcionou a melhora na
dislipidemia e consequentemente menor acumulo de gordura nas células hepaticas como
também atenuou a massa corporal, pardmetros bioquimicos e hormonais que quando
desregulados corroboram sinergicamente para o quadro inflamatorio caracteristico da
obesidade.
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CONCLUSAO

A adicdo de FBV por 4 semanas na dieta hiperlipidica, promoveu a perda de massa
corporal com reducéo de tecido adiposo, melhora do metabolismo glicidico e de lipidios com
normalizacdo dos niveis séricos de triacilglicerol, colesterol total, LDL-c e colesterol nédo-
HDL, e aumentou os niveis séricos de HDL-c. Além disso, foi capaz de atenuar o quadro de
esteatose hepética nos animais que receberam a adicdo de FBV em sua dieta. Podendo assim,

a FBV, ser usada como um elemento dietético importante no manejo da obesidade.
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