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RESUMO 

 
Dissertação de Mestrado 

Programa de Pós-Graduação em Gerontologia 

Centro de Educação Física e Desportos 
Universidade Federal de Santa Maria 

 
EFEITO NEUROPROTETOR DO ÓLEO DE ABACATE 

(Persea americana) EM UM MODELO IN VITRO DE ESTRESSE INDUZIDO POR 

CORTISOL 
 
 

AUTORA: Jéssica de Rosso Motta 

ORIENTADORA: Profª. Drª. Fernanda Barbisan 

CO-ORIENTADORA: Profª. Drª. Ivana Beatrice Mânica da Cruz 

 
Introdução: O envelhecimento traz consigo preocupações próprias da idade, sendo o declínio fisiológico, o 

aparecimento ou o agravamento de doenças, incluindo os transtornos psiquiátricos como a depressão, mudanças físicas 

e psicologicas relacionados ao avanço da idade. O estresse vem sendo descrito por muitos autores como um possível 

gatilho para o desenvolvimento de uma série de patologias psiquiátricas e metabólicas e o hormônio cortisol em altos 

níveis parece ser o elo entre o estresse e o desenvolvimento de disfunções, incluindo a degeneração e morte neuronal. 

Diante desse contexto e levando em consideração que a população idosa na maioria dos casos faz uso de grande 

quantidade de fármacos, justifica-se a busca de elementos nutricionais que possam contribuir para o combate ao estresse. 

Um elemento nutricional a ser considerado é o ômega 3, presente em uma concentração considerável no abacate (Persea 

americana), fruto amplamente distribuído e consumido em todas as regiões do Brasil. Objetivo: avaliar o efeito 

neuroprotetor do óleo de abacate (Persea americana) em um modelo in vitro de estresse induzido por cortisol. 

Metodologia: Células neuronais da linhagem SHSY-5Y foram tratadas com óleo de abacate, obtido comercialmente, 

nas concentrações de (2, 5, 10, 20 e 30 μg/mL) durante 24 horas de incubação. Também foi realizada um curva 

concentração- resposta com o cortisol, obtido comercialmente via Sigma Aldrich (0.1, 0.3, 1, 3, 10ng/mL). Uma vez 

determinadas as concentrações, foram realizados novos experimentos onde as células neurais foram expostas 

concomitantemente ao cortisol e ao óleo de abacate a fim de se mensurar os marcadores relacionados à estresse oxidativo, 

apoptose, níveis da proteína neurogenica BDNF e níveis de antioxidantes.Resultados: A exposição ao cortisol 

isoldamente diminuiu significativamente a viabilidade cellular (exceto 0.1 ng/mL). Por outro lado, as células neurais 

expostas a diferentes concentrações de óleo de abacate mostraram viabilidade semelhante ao grupo controle.Foram 

definidas como doses de escolha para as próximas etapas 10µg/ mL de óleo de abacate e 1ng/mL de cortisol. Um aumento 

significativo dos níveis de enzimas antioxidantes foi observado em todos os tratamentos. Todos os marcadores oxidativos 

analisados, foram dimuidos quando a presença de óleo de abacate se fez de forma concomitante com o cortisol. 

Marcadores apoptóticos como as caspases 3 e 8 tiveram queda na presença do óleo de abacate, e houve aumento dos 

níveis de BDNF, quando comparados com os números do cortisol isoladamente.  Discussão: Em geral, o tratamento 

concomitante com cortisol e óleo de abacate reverteu os danos causados pelo cortisol aos neurônios, indicando relevância 

da molécula testada como possivel neuroprotetor frente ao estresse crônico o qual tem relação intima com niveis elevados 

de cortisol. Conclusão: Nossos resultados mostraram importante ação neuroprotetora do óleo de abacate, revertendo as 

taxas de mortalidade induzidas e também diminuindo os eventos de estresse oxidativo e apoptose induzidos pela 

exposição ao cortisol. 

 

 
Palavras-chave: Persea americana. Estresse crônico. Elementos nutricionais. Óleo de abacate. 
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Introduction: Aging brings with it concerns specific to age, with the physiological decline, the onset 

or worsening of diseases, including psychiatric disorders such as depression, physical and 

psychological changes related to advancing age. Stress has been described by many authors as a 

possible trigger for the development of a series of psychiatric and metabolic pathologies and the 

hormone cortisol at high levels seems to be the link between stress and the development of 

dysfunctions, including neuronal degeneration and death. Given this context and taking into account 

that the elderly population in most cases makes use of a large amount of drugs, the search for 

nutritional elements that can contribute to the fight against stress is justified. One nutritional element 

to be considered is omega 3, present in a considerable concentration in avocado (Persea americana), 

a fruit widely distributed and consumed in all regions of Brazil. Objective: to evaluate the 

neuroprotective effect of avocado oil (Persea americana) in an in vitro model of stress induced by 

cortisol. Methodology: SHSY-5Y neuronal cells were treated with avocado oil, obtained 

commercially, in the concentrations of (2, 5, 10, 20 and 30 μg / mL) during 24 hours of incubation. 

A concentration-response curve was also performed with cortisol, obtained commercially via Sigma 

Aldrich (0.1, 0.3, 1, 3, 10ng / mL). Once the concentrations were determined, new experiments were 

carried out where neural cells were simultaneously exposed to cortisol and avocado oil in order to 

measure markers related to oxidative stress, apoptosis, BDNF neurogenic protein levels and 

antioxidant levels. Results: Exposure to cortisol alone significantly reduced cell viability (except 0.1 

ng / mL). On the other hand, neural cells exposed to different concentrations of avocado oil showed 

similar viability to the control group. 10µg / mL of avocado oil and 1ng / mL of cortisol were defined 

as the doses of choice for the next steps. A significant increase in the levels of antioxidant enzymes 

was observed in all treatments. All the oxidative markers analyzed, were reduced when the presence 

of avocado oil was made concomitantly with cortisol. Apoptotic markers such as caspases 3 and 8 

had a decrease in the presence of avocado oil, and there was an increase in BDNF levels, when 

compared with the numbers of cortisol alone. Discussion: In general, concomitant treatment with 

cortisol and avocado oil reversed the damage caused by cortisol to neurons, indicating the relevance 

of the tested molecule as a possible neuroprotective in the face of chronic stress which is closely 

related to high levels of cortisol. Conclusion: Our results showed an important neuroprotective 

action of avocado oil, reversing the induced mortality rates and also decreasing the events of 

oxidative stress and apoptosis induced by exposure to cortisol. 

Keywords: Persea americana. Stressecronic. Nutritional Elements. Avocado Oil. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A população mundial tem envelhecido em ritmo acelerado. Especificamente no Brasil, na 

década de 50, cerca de 4% da população era considerada idosa e a longevidade média estava em 

torno de 50 anos. Já no censo de 2016, esse percentual mais que duplicou, chegando a 10, 8%, com 

longevidade média de 75, 7 anos (IBGE, 2016). No entanto, o fato de as pessoas estarem 

vivendo mais tempo, não significa necessariamente que elas estejam vivendo de forma mais 

saudável e com maior qualidade de vida (ONU, 2018), uma vez que o envelhecimento 

cronológico é considerado o maior preditos de doenças crônicas não transmissíveis (DCNTs) 

(EPEL, 2009). 

Sendo o envelhecimento parte inalterável da biologia dos seres humanos, é preciso buscar 

maneiras de estender à expectativa de vida saudável através da compreensão do envelhecimento 

biológico influenciadas pela interação de fatores genético-ambientais. A desaceleração desse 

processo passa pela adoção de atitudes que possam estender o tempo de vida livre de DCNTs 

(BELLAMY, 1995; CRUZ, 2015). 

O envelhecimento biológico/celular pode ser explicado por diversas teorias, dentre elas pela 

teoria das espécies reativas de oxigênio (EROs). O oxigênio é uma molécula paradoxal, ao mesmo 

tempo que é fundamental para os organismos aeróbios na geração de energia através da cadeia 

transportadora de elétrons na mitocôndria e em inúmeras vias metabólicas fundamentais, por 

outro lado, seu consumo é capaz de gerar substâncias tóxicas ao nível intracelular e extracelular, 

as EROs (HALLIWELL, 2007). 

A ação das EROs é concentração dependente, sendo que em baixas concentrações contribuem 

para processos biológicos como sinalização celular, entretanto em concentrações mais elevadas 

as EROs podem causar estresse oxidativo, estado associado a danos a proteínas, lipídeos e DNA. 

Por causar prejuízo a estrutura e a função celular, o estresse oxidativo está associado a processos 

inflamatórios crônicos, que por sua vez, induzem maior produção de EROs e mais estresse 

oxidativo. Formando assim um ciclo que se retroalimenta e estando associado a aceleração do 

desenvolvimento de DCNTs, associadas ao processo de envelhecimento e morte celular 

(HALLIWELL, 2007; SINHA et al., 2013). Uma das principais respostas indiretas ao estresse 

crônico é o acúmulo de gordura visceral, que também pode promover um ambiente de inflamação 

sistêmica e estresse oxidativo. 
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 Estudos demonstram que o ambiente bioquímico induzido pelo excesso de EROs e 

inflamação crônica parece ser ideal ao avanço de mecanismos de envelhecimento celular  bem 

como nos processos patológicos relacionados ao estresse psicológico crônico. Sendo consistente a 

evidência acumulada de que indivíduos expostos ao estresse psicológico crônico, apresentam sinais 

de envelhecimento biológico acelerado, como inflamação sistêmica de baixo grau e menor 

comprimento dos telômeros (HUMPHREYS et al., 2012).  O encurtamento dos telômeros, que são 

estruturas de DNA fita simples de sequência repetida que formam as extremidades dos 

cromossomos, é um dos principais marcadores de envelhecimento biológico.  Tendo os telômeros 

a função de manutenção da estabilidade dos cromossomos, que contém a sequência de genes 

humanos, a diminuição destes, diminui também a proteção contra danos aos genes no momento da 

replicação, durante a mitose (EPEL et al., 2009).  

O estresse psicológico têm sido associado a níveis mais elevados de estresse oxidativo e 

envelhecimento acelerado, o mecanismo ainda não está completamente claro, mas evidências 

indicam que hormônios relacionados ao estresse, como o cortisol possam ter forte envolvimento 

(GIDRON et al., 2006; EPEL et al., 2009; JORGENSEN et al., 2017). 

Em indivíduos com baixa exposição ao estresse, o cortisol irá inibir a liberação de agentes pró-

inflamatórios. Entretanto, em casos de estresse crônico o cortisol perde esta capacidade, através da 

inibição da expressão de genes dos receptores desse glicocorticoide e consequentemente não há 

mais resposta do organismo. Assim, pessoas cronicamente estressadas têm maior probabilidade de 

apresentar altos níveis sanguíneos de cortisol e desenvolver DCNTs (DELL-OSSO et al., 2011; 

ACABCHUK et al., 2017). 

Sendo assim, se  a exposição  ao estresse  desempenha  um papel  importante  nos mecanismos  

até  aqui apresentados,  isso sugere que o controle  do estresse  deve ser um componente  central 

das intervenções  preventivas  destinadas  a  potencializar  o envelhecimento  saudável e moléculas 

bioativas podem ser positivas no controle do cortisol (LEMGRUBER, 2013). 

Além da questão direta da ação dos antioxidantes nas EROs, grande quantidade de evidências 

mostram uma comunicação bidirecional entre o sistema nervoso central (SNC) e a microbiota 

gastrointestinal, num eixo reconhecido como microbioma-intestino-cérebro (MIC) (BERCIK et al., 

2012, DU J, 2017). 

Assim, alguns elementos nutricionais poderiam estar associados com proteção ao estresse 

psicossocial e transtornos psiquiátricos. Este é o caso do ácido graxo poli-insaturado ômega-3 
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(PUFA n-3), molécula que tem um papel crítico na estrutura e função cerebral. O PUFA n-3 

constitui um dos principais fatores reguladores da neurotransmissão, neurogênese, sobrevivência 

celular e controle da neuroinflamação (FREEMAN et al, 2011). 

Também é importante destacar que sua deficiência tem sido associada com vários distúrbios 

psiquiátricos,  incluindo  o  transtorno  de  déficit  de  atenção  e  hiperatividade,  esquizofrenia, 

depressão maior e demência do tipo Alzheimer (CANHADA, 2015). 

O PUFA n-3, tem ações antioxidantes e anti-inflamatórias, e geralmente, a suplementação é 

feita com óleo de peixe.  Entretanto existem outros alimentos, inclusive vegetais que podem ter 

efeito na modulação do estresse psicossocial.   Considerando a matriz nutricional, o abacate (Persea  

americana), tem muitas semelhanças com os óleos de peixe, as semelhanças na matriz refletem em 

estudos mostrando efeitos positivos também do abacate e seus subprodutos como o óleo  (SMITH 

et al., 2009; ORTIZ-AVILA et al., 2015).  

O abacate além dos antioxidantes de efeito direto frente as EROs, melhora a função 

mitocondrial impedindo o comprometimento da respiração mitocondrial e alterações no potencial 

da membrana mitocondrial, que por sua vez, quando conturbados geram mais EROs 

potencializando a consequente cascata de eventos já citados após a instauração do estresse 

oxidativo. Ameer, 2016, cita que os compostos do abacate são antioxidantes únicos, e que a 

diversidade de nutrientes bioativos presentes no abacate pode desempenhar um papel fundamental 

na prevenção e cura de várias doenças neurodegenerativas como Alzheimer e Parkinson. 

Assim, embora existam defesas inatas contra o estresse oxidativo limitando a ocorrência dos 

efeitos prejudiciais, sua capacidade de neutralizar a produção continua e elevada (como a induzida 

pela exposição ao estresse crônico) de EROs se torna cada vez mais, ineficiente com o 

envelhecimento.  Assim, relevantes intervenções voltadas à preservação do equilíbrio homeostático 

entre produção de EROs (oxidantes) e proteção antioxidante podem ser benéficas. Sendo assim, a 

principal hipótese aqui testada foi o possível efeito neuroprotetor do óleo de abacate (Persea  

Americana) em um modelo in vitro de estresse induzido por cortisol.  

 

1.2 Objetivos  

1.2.1 Objetivo Geral  
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Avaliar o efeito neuroprotetor do óleo de abacate (Persea americana) em um modelo in vitro de 

estresse induzido por cortisol. 

1.2.2 Objetivos Específicos 

 

Células neuronais foram expostas ao cortisol e ao óleo de abacate (Persea americana) de forma 

isolada e concomitante, em um modelo in vitro de estresse onde buscou-se avaliar:  

- Capacidade antioxidante do óleo de abacate; 

-Marcadores de viabilidade e proliferação celular; 

- Marcadores de estresse oxidativo e da apoptose; 

- Níveis da molécula neurogênica BDNF. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 

2.1 Envelhecimento demográfico. 
 

O mundo está envelhecendo, a longevidade atual mostra o japão como pais mais longevo 

do mundo com cerca de 82,7 anos de média a idade das pessoas ao morrerem. No Brasil, a 

longevidade também é uma realidade, sendo que em 2016 a media de vida do brasileiro era de 75,7 

anos. (IBGE, 2016) 

  A evolução na expectativa de vida, também pode ser observada nas pirâmides etárias 

divulgadas pelo IBGE em 2017, a pirâmide que tem como base crianças e jovens até os 20 anos 

até a décado de 80, no ano de 2017, já não se apresenta mais como uma pirâmide, isto porque as 

taxas de natalidade e fertilidade são cada vez menores e o tempo de vida cada vez maior, como 

mostra a figura 1. (IBGE, 2017) 

 
Figura 1: Envelhecimento  demografico apresentado sob a forma de pirâmides etárias. 

 
 

Fonte: a autora, a partir de dados fornecidos pelo IBGE,2016 e 2017 

 

 

2.2 Envelhecimento biológico/celular 

 

O envelhecimento biológico é um processo que tem início no nascimento, prosseguindo até 

a morte, com aceleração do processo pós período reprodutivo. Uma vez que a função biológica 

primordial de reprodução já deve ter sido cumprida.  (TEIXEIRA, 2010). 
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2.2.2  Senescência Celular  

 

O termo senescência apresenta um intervalo de mudanças relacionadas à  passagem  do  tempo, 

causando efeitos  deletérios  no organismo. A senescência demonstra um fenótipo complexo da 

biologia que se manifesta em todos os tecidos e órgãos. Esse processo altera a fisiologia do 

organismo, exercendo um impacto na capacidade funcional do indivíduo ao torná-lo mais 

suscetível às doenças crônicas (HAYFLICK, 1961; TEIXEIRA, 2010). 

Assim como mostra a figura 2, há dois tipos de senescência celular: (1) a senescência induzida 

por estresse, que ocorre em resposta aos eventos moleculares; (2) a senescência replicativa, que 

resulta do encurtamento dos telômeros. (MCCLINTOCK, 1984; TEIXEIRA, 2010). 
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Figura 2: Envelhecimento  biológico-celular.  O ennvelhecimento biológico predispóe a senescência celular e este 

fenômeno está associado a mais efeitos deleterios no organismo devido a dimiuição dos sistemas de reparo de DNA, 

e a propensão ao maior desenvolvimento de doenças crônicas não transmissiveis. Há 2 tipos de senescência celular, a 

senescência replicativa, via encurtamento telomérico ou a induzida por estresse, que ocorre em resposta aos eventos 

moleculares (TEIXEIRA, 2010).  
 

 
 

Fonte: a autora 
 
 

A teoria proposta em 1956 por Denham Harman, conhecida como teoria dos radicais livres, 

estabelece  que  o envelhecimento  tem  origem  nos  efeitos  deletérios  nas  organelas  celulares, 

causados pelas EROs (HARLEY,1991; TEIXEIRA, 2010).  

As EROs, são geradas fisiologicamente nos organismos aeróbios, sendo elas o oxigênio 

singlete (O2), os radicais superóxido (O2-) e hidroxila (OH). (HARLEY, 1991; TEIXEIRA, 

2010. Esse processo ocorre em compartimentos dentro das células, a partir de proteínas 

localizadas internamente na membrana plasmática, no metabolismo lipídico no interior dos 

peroxissomos e na atividade enzimática do citosol como as ciclo-oxigenases. Entretanto, cerca 

de 90% das EROs são produzidas por mitocôndrias em decorrência da fosforilação oxidativa 

(GRIFFITH , 1999;  TEIXEIRA, 2010). 

A fosforilação oxidativa utiliza a oxidação controlada de FADH (flavina-adenina-

dinucleotídeo)  e de NADH (nicotinamida-adenina-dinucleotídeo), para  a  produção  de energia  

potencial  para  fosforilar  ADP,  via  F1-F0  ATPase, assim como mostra a figura 3.  Os elétrons 

derivados do NADH ou FADH podem reagir diretamente com receptores de elétrons em vários 
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pontos da cadeia transportadora, ou  com o oxigênio,  gerando  assim,  as espécies  reativas  de 

oxigênio (DEPINHO, 2004). 

 

Figura 3: Cadeia transportadora de elétrons. Representação esquemática dos complexos da cadeia respiratória 

mitocondrial, Complexo I (NADH- ubiquinone oxidoreductase EC 1.6.5.3); Complexo II (Succinato- ubiquinone 

oxidoreductase EC 1.3.5.1); Complexo III (ubiquinol-citoccromo c oxidoreductase EC 1.10.2.2) e Complexo IV 

(citocromo c oxidoreductase EC 1.9.3.1). 
 

 

 
 

Fonte: FERREIRA et al; OXPHOS: Défice do Complexo I. Aspectos Clínicos, Bioquímicos, Enzimáticos e 
Moleculares Associados ao Défice do Complexo I. Cadeia Respiratória Mitocondrial. ISSN 0871-3413 • Laboratório 
de Investigação, Centro de Genética Médica Jacinto Magalhães, INSA. ©ArquiMed, 2008  
 

 
A ação das EROs  pode ter efeitos cumulativos, causando alterações na morfologia,  no número 

e na atividade  enzimática  das mitocôndrias,  resultando  em  situações extremas, como a perda de 

eficiência funcional dessas organelas e na morte celular (DEPINHO ,2004). 

Entretanto, há sistemas antioxidantes enzimáticos e não enzimáticos que buscam preservar a 

integridade celular neutralizando esses efeitos danosos.  A defesa antioxidante endógena conta com 

constuituintes não enzimáticos como a melatonina, glutationa e ubiquinona. E com o sistema 

enzimático que é considerado a principal defesa antioxidante do organismo, composto pelas 

enzimas Superoxido Dismutase (SOD), Catalase (CAT) e Glutationa Peroxidase (GPX). Os 

sistemas endógenos podem ser potencializados pelo sistema exógeno, que corresponde ao consumo 

de moléculas bioativas de vegetais em geral que além de terem sua ação antioxidante direta na 
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neutralização das EROs, ainda contribuem para a atividade antioxidante dos sistemas endógenos 

(DEPINHO ,2004). 

 

2 . 2 . 3  Encurtamento Telomérico  

 

Um fator que merece destaque no processo de envelhecimento e que pode ser fortemente 

influenciado pela exposição ao estresse é o encurtamento telomérico. Em 1961, Leonard Hayflick 

e Paul Moorhead descobriram que as células humanas só podem dividir um cultura celular por até 

cerca de 50 vezes. Desde então, a capacidade proliferativa limitada de células humanas, conhecida 

como senescência replicativa, tornou-se um dos principais focos de pesquisa em biogerontologia. 

(HAYFLICK ,1961). 

 Os telômeros são seqüências repetitivas de TTAGGG localizadas no final dos 

cromossomos, cuja a principal função é limitar as extremidades do cromossomo protegendo-os 

contra uma eventual fusão ou degradação prematura da molécula de DNA, agindo ainda na 

regulação da síntese de DNA telomérico e regulação/manutenção do comprimento do telômero 

(CARC, 2015). 

  Os telômeros são uma espécie de pré-requisito para manutenção da estabilidade 

cromossômica. Para cumprir a função de “capas protetoras”, os telômeros precisam tem um 

comprimento mínimo, a ligação das proteinas estruturais aos telomeros funciona como “um 

grampo” para manutenção da estabilidade da estrutura e cobertura dos telômeros (CARC, 2015). 

 Entretanto, a cada divisão celular há um encurtamento dos telomeros, como mostra a figura 4 

abaixo:  
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Figura 4: Representação da diminuição do encurtamento telômerico a cada divisão celular, culminando com a 

senescência celular.   

 

Fonte: Figura criada pela autora a partir de imagens encontrada e adaptadas de do Google imagens.  

 

 O encurtamento dos telômeros ocorre devido ao mecanismo de replicação final da DNA-

polimerase.  O DNA  contido nos cromossomos é replicado pela DNA polimerase, que não replica as 

extremidades finais, ou seja, os telômeros. A enzima que replica essas porções finais dos 

cromossomos, é a telomerase, que utiliza um RNA como molde para sintetizar uma fita de DNA. 

Entretanto, ondas de metilação que ocorrem no período gestacional, fazem com que a telomerase pare 

de funcionar na maioria das células humanas. As células que mantêm a telomerase ativa são os 

gametas, as células-tronco, os leucócitos ativos e as células tumorais (devido a mutações que as 

originaram. (TEIXEIRA, 2010) A figura 5, mostra a relação entre o tamanho dos telômeros e a 

capacidade de proliferação celular.  
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Figura 5: Relação entre o tamanho dos telômeros e a capacidade de proliferação celular. As células germinativas 

não- diferenciadas  (linha  amarela)  possuem  longos  telômeros  e se multiplicam  indefinidamente,  enquanto  as 

células somáticas diferenciadas (linha preta) dividem-se por um número determinado de gerações e perdem 

gradualmente seus telômeros.  No entanto, as células em crise, que já acumularam diferentes mutações, morrem 

ou reativam a telomerase,   tornando-se   imortais. Nas síndromes relacionadas   ao envelhecimento   prematuro,   é 

observado   o encurtamento acelerado dos telômeros (linha vermelha). 
 

 
 

Fonte: Adaptado de Teixeira, 2010 

 

 

2.3 Encurtamento telômerico, senescência, estresse oxidativo e inflamação: uma relaçao 

complexa 

 

O estresse oxidativo e a inflamação estão envolvidos como mecanismos aceleradores do 

encurtamento telômerico, sendo considerados mecanismos pré-doença  para doenças crônicas do 

envelhecimento, como por exemplo doenças neurodegenerativas, cardiovasculares e transtornos 

mentais (ZHANG, et al; 2016). 

Evidências da Pesquisa Nacional sobre Saúde e Nutrição conduzida por Needham e 

colaboradores (2015), citam que fatores como estresse oxidativo e inflamação vem sendo  

relacionados ao encurtamento acelerado dos telômeros.  Na revisão os autores examinaram 

estudos que associaram depressão, ansiedade e duração dos telômeros. Estudos do Netherlands 

Study Of Depression and Anxiety, Verhoeven e colaboradores (2013) relataram que indivíduos 

com história de depressão maior tinham telômeros mais curtos em relação aos controles e que a 
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gravidade e duração da depressão foram inversamente associadas com o comprimento dos 

telômeros (VERHOEVEN et al; 2013) Outro estudo examinado usou dados do West of 

Scotland Twenty-07 Study, em que Phillips e colaboradores (2013)  relataram  que os sintomas 

depressivos estavam inversamente associados ao comprimento dos telômeros.   

 Min e Min (2017), levando em consideração que o estresse oxidativo pode acelerar o  

encurtamento dos telômeros e que os antioxidantes podem retardar seu encurtamento, analisaram 

3660 participantes com 20 anos ou mais, via Pesquisa Nacional de Saúde e Nutrição de 1999-2002 

com o objetivo de investigar a associação entre os níveis de carotenóides no sangue e o 

comprimento dos telômeros de leucócitos em uma amostra de adultos norte-americanos. Os 

resultados desse estudo demonstraram que níveis crescentes de carotenóides no sangue estavam 

significativamente associados a telômeros leucocitários mais longos em adultos norte-americanos. 

A alta ingestão de alimentos ricos em carotenóides pode desempenhar um papel na proteção dos 

telômeros e na regulação do comprimento dos telômeros. 

À nível celular, o envelhecimento se traduz no encurtamento dos telômeros e juntamente com 

a inflamação   demonstram   uma   associação   bidirecional, tendo   um estado   pró-inflamatório 

contribuindo para o envelhecimento e  disfunção dos telômeros e por sua vez, o desgaste dos 

telômeros sendo capaz de induzir uma inflamação de baixo nível (ZHANG et al; 2016). 

Estudos independentes mostraram menor comprimento dos telômeros e aumento dos níveis de 

citocinas inflamatórias circulantes em pacientes com transtorno de humor, sugerindo uma 

complexa interação entre as respostas imunológicas  inflamatórias  alteradas  e a dinâmica  dos 

telômeros na etiopatogênese desses distúrbios (WALKER, 2015 ; LAWRENCE, 2010).  

Por  outro  lado,  a investigação  sobre  a real  capacidade  de  interação  entre  os  processos 

inflamatórios e o encurtamento de telômeros na etiologia e progressão dos transtornos de humor 

tem  sido  bastante  limitada. Apesar  da  hipótese  do  envolvimento  de  uma  “rede  telômero- 

inflamatória”  nos transtornos  do humor seja apoiada  por dados,  resultantes  de investigações 

independentes,   ainda  é  uma  questão  importante   que   precisa   ser  melhor   compreendida 

(SQUASSINA, 2019). 

De acordo com a revisão de Squassina (2019), os estudos publicados que implementam um 

delineamento longitudinal sugerem que a inflamação e o encurtamento telomérico influenciam-se 

mutuamente de maneira bidirecional, modulando os sintomas do humor e a susceptibilidade dos 
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indivíduos a transtornos do humor e comorbidades clínicas associadas ao envelhecimento. A figura 

6 , demostra a visão geral do envelhecimento humano . 

 

Figura 6: Visão geral do envelhecimento humano. O envelhecimento biológico é acelerado após o período 

reprodutivo. O envelhecimento é influenciado pelo equilibrio entre os antioxidantes e EROs, o desequilibrio em favor 

das EROS, causa danos em lipideos, proteínas, além de disfunção mitocondrial e defeitos na cadeia transportadora de 

elétrons perpetuando o estresse oxidativo. Este último, por sua vez causa alterações nos componentes celulares, 

gerando disfunções nas células, tecidos, órgãos, sistemas, o que por sua vez pode causar o desenvolvimento de doenças 

comuns no envelhecimento.  

 

Fonte: A autora. 

 

2.4 Envelhecimento, estresse e cortisol 

 

É fato  que  o aumento  do tempo  de  vida  é uma  importante  conquista  da  humanidade. 

Entretanto, o envelhecimento biológico relacionado com a sobrevivência até idades mais tardias 

pode ser, por si mesmo uma experiência estressante em decorrências das múltiplas perdas que o 

indivíduo que envelhece vivencia. Entre estas estão as perdas financeiras, psicossociais e pessoais, 

declínio na saúde, independência e das habilidades cognitivas e funcionais (BLESSMANN, 2004). 

Especialmente  no Brasil,  onde existe  uma valorização  excessiva  da aparência,  a  imagem 

corporal da velhice representada pelo declínio físico é visível e a dificuldade em aceitar este fato 
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induz à existência de um eu visível, que envelhece, e um eu invisível, que se mantém jovem, 

gerando muitas vezes estresse (BLESSMANN, 2004). 

Como já comentado, a velhice se constitui em um período de conflitos e mudanças tanto no 

aspecto fisiológico quanto no social (SU et al; 1997; FREITAS et al; 2004; PEREIRA et al; 2004). 

Em respeito a isto, Freitas e colaboradores (2004) comentam que: “Na sociedade de consumo em 

que vivemos, onde o valor social prioritário é o poder econômico, o idoso é discriminado e excluído 

por não ser mais produtivo, nem se integrar aos padrões de beleza e juventude culturalmente 

valorizados”. 

Assim, além dos fatores de risco a DCNTs associados ao estilo de vida, como o sedentarismo 

e a superalimentação, nas últimas décadas, o papel do estresse crônico de origem psicossocial tem 

emergido  como  um  potencial  fator  de  risco  para  o  desenvolvimento  de  DCNTs.  Estudos 

epidemiológicos e experimentais descreveram que o estresse crônico é um fator que predispõe para 

o desenvolvimento da doença de Alzheimer (MACHADO et al., 2014), de osteoporose (AZUMA 

et al., 2015), doenças cardiovasculares (STEPTOE E KIVIMÄKI, 2012; MA et al; 2017; 

KIVIMÄKI et al; 2018) e alguns tipos de câncer (PAYNE et al; 2015) incluindo câncer de mama 

(CHIRIAC et al., 2018). 

O estresse crônico de origem psicossocial também parece aumentar   o   risco   de   doenças   

metabólicas   incluindo   a   diabetes   mellitus   tipo   2   e   a hipercolesterolemia (WU et al., 2018).  

O risco  de  desenvolvimento  de  doenças  autoimunes também  parece  ser  aumentado  por  

situações  de  estresse  crônico  de  origem  psicossocial (STOJANOVICH, 2010), incluindo 

esclerose múltipla (SONG et al; 2018), assim como mostra a figura 7. 
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Figura 7: Encurtamento telômerico, inflamaçao, estresse oxidativo e psicosocial 

 

Fonte Adaptado de: Arsenis et al., 2017 

 

A busca pelo entendimento dos mecanismos causais associados ao impacto do estresse 

crônico de origem psicossocial na saúde e longevidade humana tem mostrado que estes envolvem 

uma intrincada e complexa rede de reações moleculares, bioquímicas e fisiológicas, como mostra 

a figura 8.  As quais incluem: (1) aumento nos níveis do estresse crônico (ASCHBACHER et al; 

2013) provavelmente relacionados a disfunção mitocondrial desencadeada pela exposição 
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continuada ao cortisol (GONG et al; 2011; VICÁRIO et al; 2012; QUIJIJE et al; 2015); (2) 

senescência celular, via encurtamento telomérico (RIDOUT et al., 2015; STEPTOE et al., 2017); 

(3) disfunção lisossômica  prejudicando assim a autofagia, que é responsável pela digestão de 

resíduos metabólicos, ou mesmo de organelas danificadas incluindo mitocôndrias, que não são 

mais necessárias ao funcionamento celular (LU et al., 2017); (4) inflamação crônica de baixo grau 

(inflamação estéril), provavelmente desencadeada pelo aumento nas moléculas danificadas pelo 

estresse oxidativo  e redução da autofagia dos resíduos metabólicos, que as chamadas Danger 

Patterns  Molecules (DAMPs)  desencadeiam respostas inflamatórias  continuadas  (STRAUB  e 

CUTOLO, 2016; BAUER e TEIXEIRA, 2018). 

 

Figura 8 Esquema  geral dos principais  mecanismos  causais associados  ao estresse psicossocial:  (1) Exposicão 

ao estresse contínuo; (2) liberação  constantemente de cortisol e catecolaminas para a circulação; (3) indução do 

aumento na produção de energia pela mitocôndria e subsequente aumento no estresse oxidativo que gera danos 

nas organelas celulares incluindo no DNA, encurtamento telomérico e disfunção celular sistêmica; (4) Esse contexto 

leva a inducão de quadros inflamatórios crônicos com aumento na produção e liberação de citocinas 

próinflamatórias; (5) no encéfalo se estabelecem processos neuroinflamatórios e aumento do estresse oxidativo que 

geram mudanças disfuncionais; (6) ocorre  diminuição  da  função  cognitiva,  alterações  emocionais  incluindo  

oscilação  do  humor;  (7)  aumento  da vulnerabilidade  ao desenvolvimento  de  doenças  psiquiátricas.   

 

 
Fonte: A autora. 
 

Em termos fisiológicos, o HPA (eixo hipotálamo-pituitária-adrenal) é governado pela secreção 

do  hormônio  liberador  da  corticotrofina  (CRH)  e  da  vasopressina  (ADH)  secretados  pelo 

hipotálamo, mais especificamente  pelas células do núcleo paraventricular hipotalâmico  (PVN). 
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Esses dois hormônios têm a capacidade de ativar a secreção do hormônio adrenocorticotrópico 

(ACTH) que é produzido pela hipófise. Por sua vez, o ACTH age diretamente no córtex da glândula 

adrenal que libera os hormônios glicocorticóides associados a resposta ao estresse. Os hormônios 

glicocorticóides, agem sobre diversos tecidos corporais via receptores específicos, tendo o 

principal  hormônio  glicocorticóide,  o cortisol, suas  principais  ações  no  metabolismo energético, 

uma vez que sua liberação ativa mecanismos catabólicos que levam a um aumento nos níveis de 

insulina e glicose no sangue, a fim de preparar o indivíduo para responder rapidamente ao agente 

estressor (DELL’OSSO,  et al; 2011). 

O cortisol é um hormônio esteroide e, portanto, sintetizado a partir do colesterol, pelas 

glândulas adrenais. Em nível tecidual, o cortisol atua nos músculos, mantêm a função deste tecido, 

ainda que diminua a massa muscular proporcional do corpo; diminui a produção e aumenta a 

degradação óssea; em geral, diminui a quantidade de tecido conjuntivo; nos rins aumenta a filtração 

glomerular e a depuração da água; no sistema circulatório mantém o débito cardíaco, aumenta o 

tônus das arteríolas e diminui a permeabilidade endotelial (ONU, 2018) 

Em níveis fisiológicos e basais um efeito bastante importante do cortisol ocorre também no 

sistema  imune, uma vez que esse hormônio funciona  como uma molécula  imunossupressora 

diminuindo  a  resposta  inflamatória  e  também  alterando  a  resposta  imunológica  adquirida 

(DIÁCONO, et al, 2017). 

Entre os adultos mais velhos, 63% relatam o estresse como fonte primária de doenças 

crônicas. A elevação crônica de hormônios do estresse, principalmente do cortisol, afeta a função 

cognitiva através de vários mecanismos incluindo a degeneração e morte neuronal. Estudos já 

demonstraram associação entre níveis elevados de cortisol e doença  de  Alzheimer, Parkinson, 

desenvolvimento  de  diabetes  melittus  tipo  2,  síndrome  metabólica  entre  outras  patologias 

associadas ao envelhecimento (CRUZ, 2015). 

Durante períodos de estresse intenso, popularmente as pessoas parecem ter "envelhecido 

perante nossos olhos." Esta percepção reflete muito bem a crença cultural  generalizada de que o 

estresse psicológico crônico pode acelerar o processo de envelhecimento, como mostra o esquema 

na figura 9. 

 

 

 



31  

Figura 9: A inflamação e o estresse oxidativo são rotas que se retroalimentam. 
 
 

 
 

Fonte: Adaptada de CZARNY, et al., 2017. 

 Estudos sobre o mecanismo causal  do estresse  psicossocial  sobre a saúde,  longevidade e desenvolvimento de 

transtornos psiquiátricos sugerem que o mesmo está associado a altos níveis de estresse oxidativo.  (IRIE et al., 

2003; EPEL et al., 2004;  FORLENZA  e MILLER,  2006; GIDRON  et  al.,  2006) De  fato,  o  organismo  realiza  

sua  adaptação  central  ao  estresse  via modulação    direta    do    metabolismo energético.    Entretanto,    essa    

modulação    envolve concomitantemente  produção  de energia  pelas  mitocôndrias  e também  aumenta  os níveis 

de moléculas  oxidativas gerando estresse  oxidativo (PICARD et al., 2015). No caso do estresse psicossocial  

crônico,  parece  que  a  liberação  crônica  de glicocorticóides  e catecolaminas  na circulação,  em  consequência  

à  resposta  ao  estresse  ativo,  produz  alterações  citológicas  que induzem estresse oxidativo.  Por sua vez, o 

estresse oxidativo predispõe à ocorrência de uma resposta inflamatória sistêmica crônica e também ao 

encurtamento telomérico (GOUIN et al., 2008; HUMPHREYS et al., 2012; KIRSTIN et al., 2013; TONINI, 2013). 

 

2.5 Papel da dieta na prevenção de DCNTs associadas ao envelhecimento 

 

Levando em consideração o aparente papel de proteção de moléculas antioxidantes frente 

ao encurtamento telomérico e tendo em vista que o abacate têm um alto teor de fitoquímicos 

especialmente antioxidantes com potencial efeito neuroprotetor, além de conter grande quantidade 

do ácido graxo poliinsaturado ômega-3 (PUFA n-3), que parece estar associada com a proteção ao 

estresse psicossocial, transtornos psiquiátricos e neurodegenerativas, sugere-se que esta molécula 

tem um papel crítico na estrutura e função cerebral (AMEER et al; 2016). 

O  PUFAs  n-3  constitui  um  dos  principais  fatores  reguladores  da  neurotransmissão, 

neurogênese, sobrevivência celular e controle da neuroinflamação. Também é importante destacar 
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que sua deficiência tem sido associada com vários distúrbios psiquiátricos, incluindo o transtorno 

de  déficit  de  atenção  e  hiperatividade,  esquizofrenia,  depressão  maior  e  demência  do  tipo 

Alzheimer (DIÁCONO et al; 2017). 

O PUFA n-3 tem um papel importante na regulação da resposta ao estresse influenciando 

diretamente o eixo HPA. A deficiência de PUFA n-3 deste elemento nutricional pode induzir um 

estado de estresse crônico via interrupção da retroalimentação negativa que o cortisol exerce sobre 

o eixo (DIÁCONO et al; 2017; DU et al; 2016). 

Geralmente, a suplementação de PUFA n-3 é feita com óleo de peixe. O peixe é uma 

excelente fonte de energia, com proteínas de ótima qualidade, vitaminas e minerais, 

desempenhando um importante papel na promoção de saúde e prevenção de doenças (GIL e GIL, 

2015). 

Contrapondo os potenciais benefícios para a saúde, com a ingestão de peixe na alimentação, 

certos poluentes químicos, como metais pesados e alguns compostos orgânicos presentes nos frutos 

do mar, é uma questão que merece  preocupação.  Existem evidencias de resultados adversos no 

neurodesenvolvimento de lactentes e crianças jovens associados a exposição ao metil-mercúrio 

durante o desenvolvimento fetal devido ao consumo de peixe por parte das gestantes durante a 

gravidez (GIL e GIL, 2015). 

Entretanto, existem outros alimentos vegetais que poderiam potencialmente apresentar 

efeito na modulação do estresse psicossocial considerando a sua matriz nutricional, como é o caso 

do abacate (Persea  americana), um fruto amplamente distribuído em todas as regiões do Brasil, o 

qual se apresenta ilustrado na figura 10 (DU et al; 2016). 

Uma vez que o abacate possui um conjunto de fitonutrientes com efeito antioxidante, torna- 

se relevante realizar estudos in vitro sobre o potencial efeito da suplementação com óleo de abacate 

em modelo neuronal de estresse e degeneração, e modelo neuronal de inflamação. 
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Figura 10: Figura ilustrativa da árvore de abacate ou abacateiro. 
 

 
 

Fonte: Adaptado de Embrapa, 2010 
 
 

Em termos nutricionais o abacate é uma fruta energética com alto valor nutricional sendo rica 

em proteínas, vitaminas lipossolúveis como a vitamina A, B, ainda níveis moderados de vitamina 

E e D. O abacate possui um valor nutricional quatro vezes maior que outros frutos, com exceção 

da banana. Possui também níveis elevados de potássio (cerca de 339 mg/100g) quando comparado 

a outros frutos e também é boa fonte de glutationa, considerada uma molécula altamente 

antioxidante ( DU et al; 2016). 

Em uma investigação Ortiz-Avila e colaboradores (2015), descreveram que o óleo de 

abacate foi capaz de proteger o fígado contra disfunção na cadeia de transporte de elétrons em ratos 

diabéticos. Em 2017, esses autores publicaram a continuidade dessa investigação, na qual 

mostraram que o óleo de abacate foi capaz de diminuir a hiperglicemia de ratos diabéticos para 

níveis intermediários entre os encontrados nos controles e nos diabéticos não suplementados. Os 

ratos suplementados também apresentaram melhora na função mitocondrial (ORTIZ-AVILA et al; 

2017). 

Uma vez que o abacate possui um conjunto de fitonutrientes com efeito antioxidante, Ameer 

(2016) sugeriu que a suplementação com este alimento poderia ter potencial efeito neuroprotetor 

em doenças como Alzheimer e Parkinson. Apesar desta sugestão, até o presente momento estudos 

sobre o potencial efeito da suplementação com abacate ou seu óleo em neurônios, bem como na 

modulação do cortisol não foram conduzidos com maior profundidade. 
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2.6 Matriz quimica do abacate 

 

O ômega 3 (PUFA n-3) parece ter um papel importante na regulação da resposta ao estresse 

influenciando diretamente o eixo hipotálamo-pituitária-adrenal (HPA). Larrieu e colaboradores 

(2016), sugeriram que a deficiência deste elemento nutricional poderia induzir um estado de estrese 

crônico via interrupção da retroalimentação negativa que o cortisol exerce sobre o eixo. Ao 

contrário, a suplementação durante 9 meses com PUFA n-3 atenuou a disfunção do eixo HPA. 

Outro estudo conduzido por Ferraz e colaboradores (2011) mostrou que a  suplementação com 

PUFA n-3 diminuiu os níveis plasmáticos de corticosterona induzidos pelo estresse, assim como 

também diminuiu comportamentos de ansiedade e similares a depressão. 

O ômega 3 também parece exercer ação anti-inflamatória, já que consegue interferir na 

produção de moléculas pró-inflamatórias como as prostaglandinas, leucotrienos e tromboxanos 

(PUSCEDDU et al., 2016). Assim como também, tem a capacidade de  inibir  a liberação de 

citocinas pro-inflamatórias como o interferon gama (INF-y), TNFα, IL-1B, IL-2 e IL-6, uma vez 

que age diretamente sobre o fator de transcrição NF kappa Beta (NF-Кβ) (KANG e WEYLANDT, 

2008). 

O BDNF (do inglês, Brain-derived neurotrophic factor), pertence à família das 

neurotrofinas que age diretamente na neurogênese e também na sobrevivência neuronal, atuando 

sobre alguns tipos de neurônios do SNC e do sistema nervoso periférico auxiliando na manutenção 

funcional e permitindo também o crescimento e diferenciação de novos neurônios e sinapses. No 

cérebro, o BDNF está especialmente ativo no hipocampo, córtex e tronco cerebral (SCHEIDT et 

al., 2015). Estudos têm mostrado que, além dos efeitos da suplementação com ômega 3 sobre a 

modulação do cortisol e do metabolismo  inflamatório, essa molécula age na regulação dos níveis 

de BDNF. (RAO et al., 2007). 

Nutricionalmente o abacate é uma fruta energética com alto valor nutricional, é rica em 

proteínas, vitaminas lipossolúveis como a vitamina A, B, e níveis moderados de vitamina E e D, 

como mostra a Tabela 1. Também é boa fonte de glutationa, considerada uma molécula altamente 

antioxidante (WANG et al., 2012). 

O abacate apresenta quantidades substanciais de compostos bioativos incluindo fito esteróis 

como o b-sitosterol e se caracteriza por possuir elevada quantidade de ácidos graxos e ter um alto 

valor energético, assim como mostra a tabela 1. Este fruto também pode dar origem ao óleo de 
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abacate, o qual possui semelhança com o azeite de oliva e que além de possuir na sua composição 

ômega 3, é rico principalmente em ácido graxo oleico (ômega 9) e b-sistosterol, uma gordura 

insaturada utilizada como suplemento coadjuvante no tratamento das hiperlipidemias e também na 

síndrome metabólica (TABESHPOUR et al., 2017). 

Outros estudos, também indicam que o β-sitosterol presente no abacate possui efeito 

relevante na imunidade, contribuindo no tratamento de doenças como o câncer, AIDs e outras 

infecções, devido ao fato dessa molécula aumentar a proliferação de linfócitos e a atividade das 

células natural-killers que são de grande relevância para inativar a infecção por microorganismos 

(CHOUDHARY et al; 2011e BIN et al; 2015). 

 

 
Tabela  1 Compilação de dados sobre a composição nutricional, de ácidos graxos e compostos fenólicos presentes 

no abacate (Persea americana). 

 

 
 
 

Especificação Valor                  Referência 
Abacate cru (/100 g polpa) TACO (2016) 
Energia (Kcal/100 g) 96  
Proteina (g) 1,2  
Lipídeos (g) 8,4  
Carboidratos (g) 6,0  
Fibra alimentar (g) 6,3  
Micronutrientes (mg) Daiuto et al (2013) 
Fosfóro 2,1  
Potássio 17,3  
Cálcio 0,3  
Manganês 6,3  
Magnésio 0.87  
Ferro 12  
Zinco 21,6  
Vitaminas e outros micronutrientes/g)  TACO (2016) 
Ácido Ascórbico (Vitamina C) (mg) 8,8  
Tiamina (mg) 0.075  
Riboflavina (mg) 0.143  
Niacina (mg)   

 1.912  
Vitamina B6 (mg) 0.287  
Àcido Fólico (μg)   

 89  
Vitamina K (μg) 21  

 

 

 

Tocoferol (Vitamina E) (mg)   
 1.97  
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  (Continuação) 
Especificação           Valor                  

Referência 

Referência 
Vitamina A (atividade equivalente de retinol) 
(μg) 

  
 7  
Luteína + zeaxantina (μg) 271  
Betacaroteno (μg) 63  
Ácidos Saturados  (g) 2,3  
Ácidos Monoinsaturados (g) 4,3  
Ácidos Poliinsaturados (g) 1,4  
Ácidos graxos (polpa) (/100g)   
Palmítico (16:0) (g) 24,2 Tango et al (2004) 
Oleico (18:1) (g) 53,4  
Linoleico (18:2) (g) 13,2  
Óleo de Abacate (g/100  g de óleo)  Massafera et al (2010) 
Ácido Mirístico (14:0) (g) 0,30  
Palmítico (16:0) (g) 32,5  
Oleico (18:1) 31,7  
Linoleico (18:2) 19,2  
Linolênico (18:3) 4,05  
Β-sitosterol (%) 83,5 Soares & Ito (2000) 
Colesterol (%) 1,5  
Outros (%) 13,3  
Compostos Fenólicos (mg/100 g)  Oboh et al (2014) 
Epicatequina 46,8  
Epigalocatequina 34,8  
Epigalocatequina-galato (EGCG) 6,03  
Apegenina 2,84  
Naringenina 1,86  
Campferol 8,7  
Ácido Ferrúlico 11,07  
Ácido Vanílico 14,5  
Ácido Siringico 5,6  
Lupeol 19,7  
Quercetina 4,6  
Rutina 2,8  

 

Fonte: Kosińska e colaboradores (2012) 

 

 

A matriz química do abacate possui alguns componentes, que além da ação antioxidante e anti-

inflamatória também atuam sobre a modulação do cortisol e provavelmente do estresse 

psicossocial.  Este é o caso da apigenina, catequinas, em especial a epigalocatequina-galato 

(EGCG), campferol, luteína/zeoxantina e do ácido ascórbico, moléculas essas que possuem ação 

antioxidante e anti-inflamatória bem estabelecidas (MELGAREJO et al., 2010; KHURANA et al., 

2013; VIZZOTTO, 2017). 
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Entretanto, como mencionado anteriormente, até o presente momento estudos sobre o 

potencial efeito da suplementação com abacate ou seu óleo em células neurais, bem como na 

modulação do cortisol não foram apresentados.
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3 MATERIAIS E METODOS 

 

O delineamento metodologico geral é apresentado considerando o manuscrito que compõe 

a presente dissertação.  

A parte experimental do presente trabalho foi desenvolvido no Laboratório de 

Biogenômica, na Universidade Federal de Santa Maria-UFSM. 

 

3.1 Delineamento do estudo 

 

Foi conduzido um estudo de caráter experimental in vitro, utilizando a linhagem neuronal-like 

(SH-SY5Y) adquirida a partir do Banco de Células  do Rio de Janeiro,  proveniente da The 

American Type Culture Collection(ATCC®). As células neurais foram tratadas com óleo de 

abacate nas concentrações de (2. 5.10. 20 e 30 μg/mL) por 24 horas de incubação. A menor 

concentração que não causou queda na viabilidade celular e/ou causou aumento na proliferação foi 

5µg/mL, considerada de escolha. A capacidade antioxidante e anti-inflamatória do óleo de 

abacate foi analisada. 

O cortisol, obtido comercialmente via Sigma Aldrich, foi utilizado nas seguintes 

concentrações: 0, 0.1, 0.3, 1, 3 ou 10 ng/mL, para a curva de definição da concentração utilizada 

nos experimentos por 24 horas. Após a incubação, foi avaliado o efeito na taxa de viabilidade 

celular. E a concentração de escolha para o seguimento dos experimentos foi 1ng/mL.  

Uma vez determinadas as concentrações, foram realizados novos experimentos, em que 

as células neuronais foram expostas concomitantemente ao cortisol e ao óleo de abacate a fim 

de se mensurar os marcadores relacionados à estresse oxidativo, apoptose, níveis da molécula 

neurogênica BDNF e antioxidantes. 
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3.2 Proveniência do óleo de abacate 

 

Foi   adquirido   da   Stem   Pharmaceutical   Suplementos   Alimentares   Ltda   (CNPJ 

04.056.093/0001-27) com indústria situada em Porto Alegre-RS, número do cadastro na ANVISA: 

04.056.093/0001-27,   com suplemento  registrado  no  Ministério  da  Saúde  com  o   número 

6.6969.0008.001-4.  A  empresa  está  em  situação  ativa  para  fabricar,  armazenar,  distribuir 

e transportar suplementos alimentares. O óleo tem como forma de apresentação cápsulas 

gelatinosas moles, embaladas em frascos plásticos com 60 unidades contendo 1000 mg de óleo 

de abacate. Informações       adicionais       do       produto       podem       ser       obtidas       na       

página: http://www.stem.com.br/produtos.php?produto=160&titulo=Oleo-de-abacate_Oleo-de-

abacate-1000-mg. 

  

http://www.stem.com.br/produtos.php?produto=160&titulo=Oleo-de-abacate_Oleo-de-abacate-1000-mg
http://www.stem.com.br/produtos.php?produto=160&titulo=Oleo-de-abacate_Oleo-de-abacate-1000-mg
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4. ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

As análises estatísticas foram conduzidas através da utilização do software 

GraphPadPrism5. Os resultados dos tratamentos comparados por análise de variância (ANOVA), 

de uma ou duas vias conforme o caso, seguida pelo teste post hoc de Tukey ou de Dunnet.  Os 

resultados  das  análises  foram  expressos  como  média  ± desvio padrão, e aqueles resultados com 

p < 0,05  considerados estatisticamente significativos. 
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5. RESULTADOS 

 

Os resultados desta dissertação estão apresentados sob a forma de  manuscrito: 

- Manuscrito  submetido a revista  Plant Foods For Human Nutrition (Dordrecht)( fator de impacto 

2.598), classificação A2- Capes Qualis Periódicos   

 

5.1 Manuscrito  

 
Avocato oil (Persea americana) protects neural cells against oxidative stress and 

apoptosis induction triggered by cortisol  
 

Concise Title: Neuroprotection of avocado oil against cortisol 
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Abstract 

Cortisol exposure induced by chronic psychosocial stress is a very common condition in 

the contemporary World. Some foods components, such as avocado oil (AO), richest in 

unsaturated fatty acids could attenuate detrimental cortisol effects on neurons by 

modulation of oxidative stress and apoptosis. Methods: to test this hypothesis an in vitro 

experimental model using SH-SY5Y cell lines hydrocortisone (HC) exposed was 

developed here. Cell cultures exposed to 5 ng/mL HC presented higher mortality, increase 

in oxidative markers and alterations in the protein and gene expression of antioxidant 

enzymes. Moreover, HC induced overexpression of Bax, Bcl-2, and caspases 3 and 8 

protein and genes suggesting apoptosis induction. When cells were concomitantly 

supplemented with HC and AO, cytotoxicity, oxidative stress and apoptosis induction were 

significantly attenuated. The role of results suggest that AO could exert neuroprotective 

effects again psychosocial stress that is a risk factor to acceleration of brain aging and 

developing of neurodegenerative diseases, such Alzheimer.  

Key-words: Fatty acids, nutrigenomics, psychosocial stress, apoptosis, oxidative stress 

 
 

1. INTRODUCTION 

Psycho-social stress response is regulated by hypothalamic-pituitary axis (HPA) by 

increase in plasmatic cortisol. However, in chronic stress situations high cortisol 

concentrations trigger negative effects promoting alterations in the mood, anxiety, 

appetite, sleep, as well as cognition. Furthermore, in normal aging there is some changes 

in cortisol circadian rhythm levels associated with mood and cognitive dysfunctions in 
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elderly people [1]. Perhaps for this way of action chronic exposure to elevated cortisol 

levels has been associated with detrimental effects on cognition contributing to Alzheimer 

disease pathology and mood disorders prevalent in elderly people [2,3]. 

The omega-3 and omega-6 polyunsaturated and omega-9 monounsaturated fatty 

acids are important nutrients and major components of neuronal cell membrane. 

Therefore, foods richest in some unsaturated fatty acids and other bioactive molecules 

could attenuate negative effects of chronic cortisol-exposure. This is the case of avocado 

oil (AO) that presents a wide variety of lipids mainly composed by triacylglycerol’s, such 

as monounsaturated (MUFA) and polyunsaturated (PUFA) fatty acids [4]. Previous 

evidence described beneficial AO effects on neural development and functions [5, 6, 7]. 

Moreover, there are some studies suggesting a neuroprotective action of AO including 

damage on sensory hair cells in the cochlea, that are involved in the sensorineural hearing 

loss, triggered by neomycin-exposure [8].  

Therefore, we performed here an in vitro protocol that evaluated the AO effects 

against cytotoxic and genotoxic damage triggered by hydrocortisone (HC) exposure in a 

neural SHSY-5Y commercial cell line. 

 

MATERIALS AND METHODS 

The material and methods section is presented as supplementary material. 

2. RESULTS AND DISCUSSION 

 Initially, the effect of different concentrations of HC and AO on viability of neuron 

cells was analyzed (Figure 1).  HC exposure tended to decrease cell viability in a dose-
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dependent manner. On the other hand, neural cells exposed to different OA 

concentrations showed similar viability to the control group. 

 

Figure 1 Viability comparison by MTT-assay by SHSY-5Y neural 24 h cultures. (A)  hydrocortisone (HC) 

exposure; (B) avocado oil (AO) exposure; (C) representative optic microphotographs of neural cultures (20 
x) exposed to AO, HC and HC plus AO. Statistics comparison were performed by one-way analysis of 
variance followed by post hoc Tukey test.  Statistical differences (p < 0.05) among each culture exposed to 
different HC or AO concentrations are represented by different letters (a,b,c). 
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Complementary analyzes were performed to observe the cytoprotective effect of 

OA on different HC concentrations. Considering that lower HC concentration tested here 

(0.1 ng/mL) did not affect neural cell viability, we did not perform analysis on viability of 

cultures concomitantly exposed to HC plus AO at this concentration.  Cell cultures 0.3 

ng/mL exposed and AO supplemented at 2 to 10 µg/mL concentrations showed significant 

increase in the viability than cultures just exposed at this HC-concentration or AO-

supplemented at > 20 µg/mL  (Figure 2A).  

In the cultures concomitantly exposed to HC at 1.0 ng/mL (Figure 2B), 3.0 ng/mL 

(Figure 2C) and 10.0 ng/mL (Figure 2D) all AO-concentrations increased viability than 

cultures just treated with each different HC-concentrations tested here. 
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Figure 2 Viability comparison by MTT-assay by SHSY-5Y neural 24 h cultures concomitantly exposed to 
different hydrocortisone (HC) concentrations and five avocado oil (AO) concentrations. (A) cell cultures 
exposed to HC at 0.3 ng/mL; (B) cell cultures exposed to HC at 1 ng/mL; (C) cell cultures exposed to HC at 
3 ng/mL; (D) cell cultures exposed to HC at 10 ng/mL; Statistics comparison were performed by one-way 
analysis of variance followed by post hoc Tukey test.  Statistical differences (p < 0.05) among each culture 
exposed to different HC or AO concentrations are represented by different letters (a,b,c). 

 

 When neuron cultures were concomitantly exposed to HC at 1.0 ng/mL (Figure 

2B), 3.0 ng/mL (Figure 2C) and 10.0 ng/mL (Figure 2D) all AO-concentrations increased 

viability than cultures just treated with each different HC-concentrations tested here. 

From these results we choose HC at 10 ng/mL concentration and AO at 5 µg/mL 

concentration to perform additional analysis. The levels of oxidative markers and 

antioxidant enzymes were compared between control and neural cell cultures exposed to 
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AO, HC and AO plus HC.  Gene expression of antioxidant enzymes were also compared 

among treatments. 

Cultures just HC-exposed presented higher levels of  nitric oxide (NO), ROS, 

lipoperoxidation (LPX) and protein carbonylation than untreated control group (Figure 3A). 

Cultures just exposed to AO also presented higher levels than NO than control group 

whereas ROS levels were lower than control group. LPX and protein carbonylation 

showed similar values between control group and cultures just AO-exposed. When 

cultures were concomitantly exposed to AO and HC, NO, ROS and LPX returned to similar 

levels than control group, whereas protein carbonylation decreased levels were lower than 

control group. DNA oxidation (oxDNA) levels were significantly lower in cultures just AO-

exposed and higher in cultures just HC-exposed. The concomintant treatment decreased 

partially oxDNA levels, but were significantly higher than control group. In summary, HC-

exposure present more number oxidative markers with higher levels than control group, 

whereas AO-exposure prsented a heterogenous action depending of each oxidative 

marker analyzed. In general, concomitant HC and AO treatment reverted oxidative stress 

triggered for HC-exposure, including potential genotoxicity evaluated by oxDNA levels. 

A significant increase of antioxidant enzymes levels was observed in all treatments 

than control groups (Figure 3B). This effect was higher in cultures concomitanlty HC plus 

AO-exposed. Gene expression analysis also showed a significant over expression of 

SOD-2 and GPX in all treatments than control, and in CAT of cultures HC and HC plus 

AO exposed.  

Considering that HC-exposure triggered higher mortality in neural cells than control 

group, we evaluted potential apopotic induction by analysis of key-molecules in this 

process. As can see in Figure 4,  BAX and Bcl-2 levels were elevated in neural cultures 
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just HC-exposed, but in cultures concomitantly treated with HC plus AO the BAX returned 

to similar levels than untreated control group. Casp-3 and Casp-8 levels also increased 

significantly in cells just HC-exposed, but these results were partially reverted when 

cultures were concomitanly exposed to HC plus AO. Gene expression analysis showed 

no effect on BAX and Bcl-2 genes. However, Casp-3 and Casp-8 were overexpressed in 

both HC and HC plus AO cell cultures.  

Finally we compared the levels of neurogenic BDNF molecule among treatments. 

Control group presented 35 ± 3.2 pg/mL whereas cultures just AO-exposed presented 

similar (38 ± 4.2 pg/mL)  BDNF levels than control group (p=0.430). In neural cultures HC-

exposed BDNF levels droped 51.2% (18 ± 2.2 pg/mL) than control group. Concomitant 

HC plus AO treatment reverted partially the HC action on BDNF (25 18 ± 2.9 pg/mL). 
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Figure 3 Comparison of oxidative markers and antioxidant enzymes (protein and gene expression) of 
SHSY-5Y neural cultures exposed to hydrocortisone (HC, 1 ng/mL), avocado oil (AO, 5 µg/mL) and 
concomitantly HC plus AO exposed at same individual concentrations. (A) oxidative markers: NO = nitric 
oxide; ROS = reactive oxygen species; LPX = lipoperoxidation quantified by TBARS levels; PCAR = protein 
carbonylation; oxDNA = DNA oxidation quantified by 8-deoxyguanosine levels.  (B) antioxidant enzymes: 
SOD = superoxide dismutase; CAT = catalase; GPX = glutathione peroxidase. In Gene expression β-actin 
is housekeeping gene. Statistics comparison were performed by one-way analysis of variance followed by 
post hoc Tukey test.  Statistical differences (p < 0.05) among each culture exposed to different treatments 
are represented by different letters (a,b,c) for each variable analysed here. 



50  

 

Figure 4 Comparison of apoptotic markers (protein and gene expression) of SHSY-5Y neural cultures 
exposed to hydrocortisone (HC, 1 ng/mL), avocado oil (AO, 5 µg/mL) and concomitantly HC plus AO 
exposed at same individual concentrations. Bax = BCL2 Associated X; Bcl-2 = B-cell lymphoma 2; CASP = 
caspases.  . In Gene expression β-actin is housekeeping gene.. Statistics comparison were performed by 
one-way analysis of variance followed by post hoc Tukey test.  Statistical differences (p < 0.05) among each 
culture exposed to different treatments are represented by different letters (a,b,c) for each variable analysed 
here. 

 

In the present study we investigated potential AO effect on some neurocytotoxic 

action of chronic HC-exposure using an SHSY-5Y in vitro model. In order to perform this 

analysis initially an in vitro protocol was established by HC-exposure at different 

concentrations. HC-exposure induced neuron mortality in a dose dependent way. 

Therefore, these results corroborate previous evidences that described deleterious effects 

of high cortisol on the brain structures, that can contribute to neurodegenerative process 

and development of some chronic diseases, such as Alzheimer [9]. On the other hand, 

concomitant HC and AO-exposure decreased mortality triggered by HC and also 
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modulated differentially oxidative, antioxidant and apoptotic markers in these cells. In the 

following we will comment on these results in more detail. 

Since an in vitro model has been developed with SHSY-5Y cells exposed to cortisol 

it is important to make some considerations about it. These cells that are often used as in 

vitro models of neuronal function and differentiation. SHSY-5Y cells present a 

adrenergic in phenotype, however also express dopaminergic and for this reason are 

considered in vitro models for Parkinson's Disease [10]. Mitochondrial dysfunction 

induced by some chemicals are used to in vitro simulates psychiatric disorders, such as 

bipolar and schizophrenia [11, 12].  Different neurogenesis analysis can be performed 

using this cell line [13]. Furthermore, SHSY-5Y cells have been also used to test effect of 

some fruits extracts or their isolated bioactive molecules including grapefruit [14], açai 

[12], guaraná [15], moringin from moringa [16] among others.  

In the organism, cortisol has a half-life of 60 to 90 minutes due to the high degree 

of plasma protein binding that reduces the rate of plasma glucocorticoid clearance [17]  

As the added HC in the culture medium does not have such an efficient clearance system, 

cells remain much longer exposed to this hormone. Therefore, we considered that the 

experimental procedure described here using a model that SHSY-5Y were HC-exposure 

for more than 24 h presents some similarities to chronic stress conditions in vivo on neuron 

cells.  

In fact, our results showed that HC triggered increase in the mortality from > 0.3 

ng/mL concentration, probably inducing oxidative stress and apoptotic events. Previous 

in vitro investigation also found similar results using co-culture of mouse 

myoblast (C2C12) and preadipocytes (3T3-L1) cell lines. After cortisol treatment for 3 days 

cells increased caspase expression such as observed here [18]. Cell death is associated 

https://en.wikipedia.org/wiki/Adrenergic
https://en.wikipedia.org/wiki/Parkinson%27s_Disease
https://en.wikipedia.org/wiki/Neurogenesis
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with acute and chronic neurodegenerative diseases that include a partial loss of neurons 

[19]. Moreover, continued cortisol exposed can induce oxidative stress [20] and cell death 

via apoptosis [21].  

Mechanisms involved two main apoptosis to caspases activation. The intrinsic 

pathway involves mainly detection of cellular DNA damage, that increases Bax and 

decrease Bcl-2 levels inducing alterations of mitochondrial structure. The extrinsic 

pathway trigger apoptosis events mediated by transmembrane receptors (death 

receptors). However, both pathway activate execution apoptotic pathway by Casp-8 

activation, that subsequently activates other caspases, such as Casp-8. In our study, 

increased levels of Bax, Bcl-2 and caspases 3 and 8 proteins were observed in cultures 

exposed only to HC. Gene overexpression of caspases was also observed in this 

treatment. These results did not allow us to clearly identify whether cortisol activated only 

one of the apoptotic routes, or even both routes. However, it left no doubt that death 

caused by neuronal cells involved increased oxidative stress, possible DNA damage and 

apoptosis induction. Especially increasing caspase 3 protein levels indicate that continued 

exposure to cortisol induces important dysfunctions, many of them associated with the 

brain aging and development of diseases such as Alzheimer's. For example, in the aging 

brain, Casp-3 activation is a common convergence point for a number of toxic triggers 

such as oxidative damage [22].  These results reinforced the idea that the chronic 

exposure model of SHSY-5Y cells to cortisol is valid and could be used to assess the 

protective impact of various types of food and their bioactive molecules. 

This type of in vitro experimental model could be considered relevant since chronic 

psychossocial stress is a very common condition in the contemporary world. Most of 

response is mediated by the major stress hormonal  HPA-axis. Within CNS, the 



53  

hippocampus, the amygdala and the prefrontal cortex as part of the limbic system are 

believed to present crucial roles in HPA axis-regulation [23; 1].  As cortisol has capacity 

to easily crosses the blood-brain barrier arriving in the neurons and glia cells [24], the CNS 

exposure to cortisol is direct and fast. In adaptive terms, it is assumed that the response 

to a particular stressor is acute and highly resolvable, usually involving elements of fight 

or flight. Therefore, chronic exposure to stress that induces sustained high levels of 

cortisol in the body is highly detrimental. As commented by Russel and Lightman’s review 

(2019) [25], long-term cortisol exposure becoming maladaptive, having been associated 

with development of metabolic syndrome, obesity, cancer, mental health disorders, 

cardiovascular disease and increased susceptibility to infections. Chronic psychosocial 

stress cannot be avoided in many situations, as it may involve family, work, or other 

continuing social activity. In this sense, strategies that mitigate the deleterious effects of 

stress are of great relevance. Among these, the use of dietary components is a factor that 

can assist this process including the use of AO.  

Our results showed important AO neuroprotective action by reversing the mortality 

rates induced and also by decreasing oxidative stress and apoptosis events induced by 

HC-exposure. According to some studies, the AO is rich in β-sitosterol and acid oleic, an 

unsaturated fat used as an adjuvant in the treatment of hyperlipidemias [26]. Also, it 

closely resembles olive oil because it is extracted pulp and the similarity of their properties 

mainly due to the composition of their fatty acids, predominating in both oleic acid [5]. 

However, unlike olive oil that has been extensively studied for its neuroprotective 

properties [27] investigations into the effects of AO on neural function are incipient [28; 4; 

8]. 
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CONCLUSION  

Therefore, despite methodological constrains associated with in vitro protocol, the 

results presented here in conjunction with these previous investigations suggest that AO 

could has relevant neuroprotective properties including attenuation of alterations triggered 

by psychosocial stress that induce chronic neural alterations by continued cortisol 

exposure. 
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Suplementar Material  

Materials and Methods 

 

Avocado oil source 

AO was commercially obtained from Stem Pharmaceutical Food Supplements Ltda 

(CNPJ 04.056.093 / 0001-27) with industry located in Porto Alegre-RS, ANVISA 

registration number: 04.056.093 / 0001-27, with supplement registered at the Ministry of 

Health with the number 6.6969.0008.001-4. Its extraction was performed by cold pressing 

presenting follow chemical-physical characteristics: iode 85 – 90 g I2/100 g, 

saponification: 177-198 mg KOH/g, acidity of refined oil: < 0.3% oleic acid; peroxide index: 

< 10.0 mEg/kg. Fatty-acid composition: oleic acid (C18:1): 0.4-1.0%; linoleic acid (C18:2): 

10.0-17.0%; palmitic acid (C16:0): 9.0-18.0%, palminoleic acid (C:16:1): 3.0-9.0; estearic 

acid (C18:0): 0.5-1.0%. 

Chemicals and cells  

In vitro cell culture, biochemical and molecular tests were performed using 

chemical, solvents, cell culture medium and reagents purchased from Sigma Aldrich (St. 

Louis, Missouri, United States), including HC chemical pure-grade (hidrocortisone 

1ng/mL, obtained commercially via Sigma Aldrich,); Vitrocell-Embriolife (Campinas, São 
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Paulo, Brazil),  Gibco-Life Technologies (Carlsbad, California, United States), Qiagen 

(Hilden, North Rhine-Westphalia, and Germany), Invitrogen (Carlsbad, California, United 

States), and Bio-Rad Laboratories (Hercules, California, United States).  

The present study used as in vitro experimental model human neuronal cells (SH-

SY5Y) obtained from the American Type Cell Culture Collection (ATCC CRL-2266) and 

cultured under standardized laboratorial conditions as previously described by Azzolin et 

al (2017) [1]. Briefly, Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM F12) with 10% foetal 

bovine serum (FBS) supplemented with 1% penicillin/ streptomycin and amphotericin B 

were used to cultured neural cells. Cultures were maintained at 37 °C with 5% CO2 and 

were expanded by obtaining the optimal amount for the experiments. The cell suspension 

was placed in each well of a 96-well plate (2.5 × 105 cells/well). All experiments were 

triplicated and performed following 373 OECD Guidance Document on Good In vitro 

Method Practices 374 (2018).[2] 

 

General experimental design 

A HC concentration range concentration (0, 0.1, 0.3, 1, 3, 10 ng/mL), which 

potentially trigger cytotoxic effect on neural cells in 24 h cultures was tested here, based 

in a previous study that showed its inhibitory. AO concentrations tested here (0,2,5,10,20 

and 30 µg/mL) were based in Nicollella et al 2017 [3] that did not show genotoxic effect in 

the in vitro and in vivo protocols. Both, HC and AO were previously diluted in dimethyl 

sulfoxide (DMSO < 5%) until to be added in the culture medium. HC cytotoxic action on 

SHSY-5Y cells and potential protective AO effect was evaluated in 24 h cultures by two 

assays: MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolic bromide) assay and 

quantification of double-strand DNA fragments in the supernatant medium by fluorescent 
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PicoGreen® dye. The best AO concentration that could reverse mortality from HC 

exposure was used for additional testing.  

Modulation analysis of stress markers and oxidative metabolism was conducted by 

quantification of nitric oxide levels, superoxide anion, reactive oxygen species (ROS), 

lipoperoxidation, protein carbonylation and DNA damage or DNA oxidation by 

quantification of 8-hydroxy-2' -deoxyguanosine (8-OHdG). Levels of antioxidant enzymes, 

superoxide dismutase 2 (SOD-2), catalase (CAT), glutathione peroxidase (GPX) were 

also determined. Further analysis was also conducted to ascertain whether HC could be 

inducing apoptosis events that would potentially be reversed by supplementing the 

cultures with AO. For this, the supernatant levels of caspases (CASP) 1, 3 and 8 by ELISA 

immunoassay and the gene expression of these CASP and Bcl-2, BAX genes were 

quantified by qRT-PCR protocols. An additional evaluation of neural cell function was 

performed by analysis of HC with and without AO supplementation in the Brain-derived 

neurotrophic factor (BDNF) also quantified by ELISA immunoassay.  

 

Viability assays 

 HC neural cells cytotoxicity was determined by MTT assay that quantify living cells 

using protocol previously described by Azzolin et al (2017) [1].  Briefly, cell culture 

supernatants were removed, and the cells were resuspended in phosphate buffer (PBS, 

0.01 M; pH 7.4). MTT solution (5 mg/mL dissolved in phosphate-buffer solution, PBS) was 

added to a 96-well plate containing cells with and without HC and AO-exposed and 

incubated for 1 h at 37oC. Further, the supernatant was again removed, and cells were 

resuspended in 200µL DMSO, with absorbance read at 560 nm. Second assay estimated 

mortality in each treatment using the Quant-iT™ dye PicoGreen® dsDNA. This dye is a 
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fluorescent and stable reagent that presents high dsDNA affinity. Supernatant samples 

with high dsDNA content indicated high mortality rate, since presence of this molecule 

indicate death due to cell membrane disruption.  

 

Biochemical assays 

ROS levels were determined using dichlorofluorescein diacetate that is able to 

detect and quantify these molecules, especially hydrogen peroxide using a 

spectrophotometric protocol [4].Lipid peroxidation was quantified by reactive substances 

to thiobarbituric acid spectrophotometric protocol [5]. As oxidative stress trigger protein 

fragmentation, this process was detected and quantified by analysis of carbonyl 

compounds production (protein carbonylation) using protocol previously described by 

Levine et al 1994 [6].  NO levels were quantified by nitrate levels analysis using the Griess 

reagent [7] and superoxide anion by analysis of the formazan concentration triggered by 

NBT-reaction [8]. 

 

Immunoassay protocols 

Immunoassays using to quantify 8-hydroxy-2' -deoxyguanosine (8-OHdG), 

antioxidant enzymes (SOD2, CAT and GPX), CASPs, Bcl-2, BAX, in different SHSY-5Y 

treatments were performed using Quantikine Human Immunoassay Kit according to 

manufacturer’s instructions.  

Quantitative real-time polymerase chain reaction (qRT-PCR)  

Gene expression analysis were performed as previously described by Barbisan et al 2014 

[9] using total RNA samples extracted with Trizol following manufacturer´s instructions. 

Before analysis RNA extracted was quantified with the Thermo Scientific NanoDrop™ 
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1000 Spectrophotometer. RNA samples were used to perform a reverse transcription, 

where 1 µg/mL of each sample was added in a reaction mixture containing 0.2 µL 

DNAase. This reaction was incubated at 37°C for 5 min, followed by heating to 65°C for 

10 min. Complementary DNA (cDNA) was produced with 1 µL Iscript cDNA and 4 µL of 

Mix Iscript.  Further, PCR was conducted was follows: 10 min at 5°C, 5 min at 25 °C, 5 

min at 85°C, with final incubation for 60 min at 5°C. The qRT-PCR was performed in a 

Rotor-Gene Q 5plex HRM System (QIAGEN biotechnology, Germany) with 2× QuantiFast 

SYBR® Green PCR Master Mix; the thermocycling conditions were as follows: 3 min at 

95°C, followed by 40 cycles of 10 s at 95 °C and 30 s at 60 °C. A melt curve was generated 

from 60 °C to 90°C in 0.5°C increments for 5 s at each temperature. All reactions were 

performed in triplicates, with 1 µM of each primer and 2× QuantiFast SYBR® Green PCR 

Master Mix; final reaction volume was 20 µL. The specific forward and reverse primer 

sequences are described used in this study were: SOD2- Forward- 

5′GCCCTGGAACCTCACATCAA3′ and Reverse- GGTACTTCTCCTCGGTGACGTT; 

CAT = Forward-5′GATAGCCTT CGACCCAAGCA 3′  and Reverse- 

ATGGCGGTGAGTGTCAGGAT;  

GPX = Forward- 5′GGTTTTCATCTATGAGGGTGTTTCC3′   and Reverse- 

GCCTTGGTCTGGCAGAGACT; 

BAX = Forward-5′ CCCTTTTCTACTTTGCCAGCAA3′   and Reverse- 

CCCGGAGGAAGTCCAATGT; 

 Bcl-2 = Forward-5′ GAGGATT GTGGCCTTCTTTGAGT3′ and  Reverse- 

AGTCATCCACAGGGCGATGT;  

CASP3 = Forward-5′ TTTGAGCCTGAGCAGAGACATG3′ and Reverse- TACCAGT 

GCGTATGGAGAAATGG; CASP 8 = Forward-5′ AGGAGCTGCTCTTCCGAATT3′  and 
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Reverse- CCCTGCCTGGTGTCTGAAGT. The β-actin housekeeping gene was used as 

an internal control of gene expression analysis. Relative gene expression was calculated 

using the comparative Ct method and was expressed as fold expression relative to the 

control. 

Statistical analysis 

Statistic comparisons were performed using data previously normalized by  

percentages in relation to the negative control group. This procedure is according 

procedure broadly used for in vitro analysis, allowing for the comparison of data obtained 

from experiments performed on different days, as preconized in the OECD Guidance 

Document on Good In vitro Method Practices 374 (2018).[10] Comparisons were 

performed by two-way analysis of variance (ANOVA) followed by Tukey’s post-hoc test. 

Analysis and graphics showed in the figures were obtained using GraphPad (GraphPad 

Prism software, version 5.0, 2015).  All results with a p ≤ 0.05 were considered significant. 
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6.DISCUSSÃO 

 

No presente estudo, investigamos o potencial efeito do óleo de abacate na exposição crônica 

ao cortisol utilizando um modelo SHSY-5Y in vitro. Inicialmente um protocolo in vitro foi 

estabelecido por exposição ao cortisol em diferentes concentrações. A exposição ao cortisol 

induziu a mortalidade de neurônios de uma maneira dependente da dose, portanto, esses resultados 

corroboram evidências anteriores que descrevem efeitos deletérios do alto nível de cortisol nas 

estruturas cerebrais, que podem contribuir para o processo neurodegenerativo e o desenvolvimento 

de algumas doenças como o Alzheimer (OUANES E POPP, 2019). Por outro lado, a exposição 

concomitante ao cortisol e óleo de abacate diminuiu a mortalidade desencadeada pelo cortisol e 

também modulou marcadores oxidativos, antioxidantes e apoptóticos nessas células.  

Como um modelo in vitro foi desenvolvido com células SHSY-5Y expostas ao cortisol, é 

importante fazer algumas considerações a respeito. Essas células são frequentemente usadas como 

modelos in vitro de função e diferenciação neuronal. As células SHSY-5Y apresentam um fenótipo 

adrenérgico, mas também expressam dopaminérgicos e, por esse motivo, são considerados 

modelos in vitro para a doença de Parkinson (XICOY et al., 2017). A disfunção mitocondrial 

induzida por alguns produtos químicos é usada para simular in vitro distúrbios psiquiátricos como 

transtorno bipolar e esquizofrenia (KIM et al., 2015). Diferentes análises de neurogênese podem 

ser realizadas usando essa linhagem celular (KOVALEVICH e LANGFORD, 2013). Além disso, 

as células SHSY-5Y também foram usadas para testar o efeito de alguns extratos de frutas ou de 

suas moléculas bioativas isoladas, incluindo laranja (SCOLA et al., 2014), açaí (MACHADO et 

al., 2016), guaraná (ALGARVE et al., 2019), moringa (CIRMI et al., 2019), entre outros. 

No organismo, o cortisol tem uma meia-vida de 60 a 90 minutos, devido ao alto grau de 

ligação às proteínas plasmáticas que reduz a taxa de depuração plasmocortocóide (HINDMARSH 

e CHARMANDARI, 2015). Como o cortisol adicionado ao meio de cultura não possui um sistema 

de depuração tão eficiente, as células permanecem muito mais expostas a esse hormônio. Portanto, 

consideramos que o procedimento experimental descrito aqui, como um modelo em que a SH-

SY5Y foi exposta ao cortisol por mais de 24 h, apresenta algumas semelhanças com as condições 

de estresse crônico in vivo nas células dos neurônios. 

De fato, nossos resultados mostraram que o cortisol desencadeou aumento na mortalidade 

a partir da concentração > 0,3 ng/mL, provavelmente induzindo estresse oxidativo e eventos 
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apoptóticos. Investigações anteriores, também in vitro encontraram resultados semelhantes usando 

a co-cultura de linhas celulares de mioblastos de camundongo (C2C12) e pré-adipócitos (3T3-L1). 

Após o tratamento com cortisol por três dias, as células aumentaram a expressão de caspases 3 e 8, 

como observado aqui (MUTHURAMAN, 2014). A morte celular está associada a doenças 

neurodegenerativas agudas e crônicas que incluem uma perda parcial de neurônios (RADI et al., 

2014). 

Além disso, a exposição contínua ao cortisol pode induzir o estresse oxidativo 

(DANDEKAR et al., 2015) e também a morte celular por apoptose (LATT et al., 2018). Existem 

dois mecanismos principais de apoptose envolvidos na ativação das caspases. A via intrínseca 

envolve principalmente a detecção de danos no DNA celular, que aumentam o Bax e diminuem os 

níveis de Bcl-2, induzindo alterações na estrutura mitocondrial. A via extrínseca desencadeia 

eventos de apoptose mediados por receptores transmembranares (receptores de morte). No entanto, 

ambas as vias ativam a via apoptótica de execução pela ativação do Casp-8, que posteriormente 

ativa outras caspases, como o Casp-3. Em nosso estudo, níveis aumentados de proteínas Bax, Bcl-

2 e caspases 3 e 8 foram observados em culturas expostas apenas ao cortisol. A superexpressão 

genética de caspases também foi observada neste tratamento. Esses resultados não permitiram 

identificar claramente se o cortisol ativou apenas uma das rotas apoptóticas, ou mesmo as duas. No 

entanto, não deixou dúvidas de que a morte causada por células neuronais envolvia aumento do 

estresse oxidativo, possível dano ao DNA e indução de apoptose. Níveis especialmente elevados 

de proteína da caspase 3 indicam que a exposição contínua ao cortisol induz disfunções 

importantes, muitas delas associadas ao envelhecimento cerebral e ao desenvolvimento de doenças 

como a doença de Alzheimer. Por exemplo, no cérebro envelhecido, a ativação do Casp-3 é um 

ponto de convergência comum para vários gatilhos tóxicos, como danos oxidativos (SNIGDHA et 

al., 2012). Esses resultados reforçaram a idéia de que o modelo de exposição crônica das células 

SHSY-5Y ao cortisol é válido e poderia ser usado para avaliar o impacto protetor de vários tipos 

de alimentos e suas moléculas bioativas. 

Esse tipo de modelo experimental in vitro pode ser considerado relevante, uma vez que o 

estresse psicossocial crônico é uma condição muito comum no mundo contemporâneo. A maior 

parte da resposta é mediada pelo eixo HPA hormonal de maior estresse. No SNC, acredita-se que 

o hipocampo, a amígdala e o córtex pré-frontal como parte do sistema límbico apresentem papéis 

cruciais na regulação do eixo HPA (PRUESSNER et al., 2010; YIALLOURIS et al., 2019).  
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Como o cortisol tem capacidade de atravessar facilmente a barreira hematoencefálica que 

chega aos neurônios e células da glia (SWATI e MANZOOR., 2007), a  maior exposição do CNS 

ao cortisol é direta e rápida. Em termos adaptativos, assume-se que a resposta a um estressor 

particular é agudo e altamente resolúvel, geralmente envolvendo elementos de luta ou fuga. 

Portanto, a exposição crônica ao estresse que induz altos níveis sustentados de cortisol no corpo é 

altamente prejudicial. Conforme comentado pela revisão de Russel e Lightman (2019), a exposição 

a longo prazo ao cortisol se tornou inadequada, tendo sido associada ao desenvolvimento de 

síndrome metabólica, obesidade, câncer, distúrbios de saúde mental, doenças cardiovasculares e 

aumento da suscetibilidade a infecções. O estresse psicossocial crônico não pode ser evitado em 

muitas situações, pois pode envolver família, trabalho ou outra atividade social contínua. Nesse 

sentido, estratégias que atenuam os efeitos deletérios do estresse são de grande relevância. Entre 

esses, o uso de componentes da dieta é um fator que pode auxiliar esse processo, incluindo o uso 

de AO. 

Estudos conduzidos por Zarrabal e colaboradores (2014), apresentaram indícios de que 

processos inflamatórios foram parcialmente revertidos e mostrou uma redução nos níveis de 

triglicerídeos, VLDL, LDL, sem afetar os níveis de HDL. Após a administração de óleo de abacate 

durante 4 semanas em ratos com alterações metabólicas induzidas pela ingestão de sacarose  

Assim como Salgado e colaboradores (2008), sugeriram em um estudo experimental em 

animais, que o óleo de abacate poderia controlar dislipidemias através de seus fitonutrientes, como 

os sitosteróis, presentes no óleo de abacate, devido a sua estrutura ser muito similar a do colesterol 

e por seu mecanismo de ação que envolve a inibição intestinal de absorção do colesterol e 

diminuição da síntese de colesterol hepático 

Nossos resultados mostraram importante ação neuroprotetora da AO, revertendo as taxas 

de mortalidade induzidas e também diminuindo os eventos de estresse oxidativo e apoptose 

induzidos pela exposição ao cortisol. De acordo com alguns estudos, o AO é rico em β-sitosterol e 

ácido oleico, uma gordura insaturada usada como adjuvante no tratamento de hiperlipidemias 

(TAN et al., 2018).  

Estudos conduzidos por Avila, 2015, mostraram que o óleo de abacate, melhorou a função 

mitocondrial do cérebro, evitando o comprometimento da respiração mitocondrial e potencial 

transmembrana induzida por diabetes, além de aumentar a atividade do complexo III. Efeitos estes 

que podem estar relacionados com a diminuição do estresse oxidativo, através da redução dos 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Banerjee%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17506642
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bhat%20MA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17506642
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níveis de espécies reativas de oxigênio (ROS) e melhoria do estado redox, efeitos que podem 

retardar o aparecimento de encefalopatia diabética. 

Além disso, lembra muito o azeite porque é extraída da polpa e a semelhança de suas 

propriedades principalmente devido à composição de seus ácidos graxos, predominando em ambos 

os ácidos oleico (FLORES et al., 2019). No entanto, ao contrário do azeite que tem sido 

extensivamente estudado por suas propriedades neuroprotetoras (ANGELONI et al., 2017), 

investigações sobre os efeitos da AO na função neural ainda são bastante incipientes (ORTIZ-

AVILA et al., 2015; DE MELLO et al; 2019; NAM et al., 2019). 
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7.CONCLUSÃO 
 

 A partir da realização das análise aqui propostas os resultados indicaram que:  

- óleo de abacate apresenta capacidade antioxidante em todas as concentrações testadas. Ainda, 

não causou morte neuronal nas concentrações testadas, por sua vez, o cortisol teve efeito 

concentração dependente, nas maiores concentrações houve maior queda de viabilidade, ou seja 

induziu morte celular;  

 - quando as células foram expostas ao cortisol e tratadas com óleo de abacate de forma 

concomitante a viabilidade celular, os marcadores oxidativos e apoptóticos foram revertidos a 

níveis significativamente menores em relação aquelas tratadas apenas com cortisol. Ainda, o 

tratamento teve efeitos positivos aumentando os níveis do BDNF.  

 Portanto, apesar das restrições metodológicas associadas ao protocolo in vitro, os resultados 

apresentados aqui em conjunto com essas investigações sugerem que óleo de abacate poderia ter 

propriedades neuroprotetoras relevantes, incluindo atenuação de alterações desencadeadas por 

estresse psicossocial que induzem alterações neurais crônicas pela exposição contínua ao cortisol. 

Assim o óleo de abacate poderia ser utilizado na prevenção de modificações fisiopatológicas e nas 

manifestações clínicas que caracterizam o processo de envelhecimento.  Estudos em ambiente 

controlados com animais e seres humanos precisam ser realizados para extrapolação desta 

hipótese a uma amostra de indivíduos, levando em consideração os processos fisiológicos e 

bioquímicos do organismo.  
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