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RESUMO

SILVA, T. D.O.L. Avaliacdo do consumo materno de 6leo de castanha do Para (Bertholletia
excelsa) sobre o desenvolvimento somatico e padroes murinométricos da prole de ratos
wistar 2022. 48 f. Trabalho de Conclusdo de Curso (Graduag¢do em Nutri¢cao) - Universidade
Federal de Campina Grande, Cuité, 2022.

O desenvolvimento fisico € um processo delicado e de extrema importancia para a progressao
de vida, sendo influenciado pela nutri¢do, principalmente pelos dcidos graxos essenciais, 0S
quais possuem um papel fundamental, e a castanha do Para (Bertholletia excelsa) € uma fonte
abundante desse tipo de dcidos graxos. Este estudo investigou os efeitos do consumo materno
de 6leo bruto e refinado da Castanha do Pard sobre o desenvolvimento somatico e medidas
murinométricas na prole de ratas Wistar. Os filhotes foram divididos em seis grupos, sendo trés
grupos com filhotes machos (M) e trés com filhotes fémeas (F): controle (CT-M, n=13 e CT-
F, n=11) — tratado com 4gua destilada; 6leo bruto (OB-M, n=12 e OB-F, n=12) e 6leo refinado
(OR-M, n=14 e OR-F, n=15) ambos tratados com 3000 mg/kg de peso do animal do 6leo da
castanha do Par4 bruto e refinado respectivamente. As maes foram tratadas a partir do 7° dia de
gestacdo e por toda lactagdo. A maturagdo somatica foi avaliada durante a lactacdo, a partir do
primeiro dia de vida, e as medidas murinométricas foram realizadas com os animais
anestesiados com idade de 45 dias, previamente a eutandsia. Os resultados foram expressos em
erro médio padrao (EMP) e analisados pelo ANOVA One Way, porém, os resultados da
maturagdo somdtica foram expressos em valores de mediana do dia (Min-Max) e mediados por
Kruskal-Wallis seguido de Teste de Dunn’s. O erro alfa para rejei¢ao da hipdtese nula foi de p
< 0,05. Na maturag@o somadtica, o OR-F apresentou retardo na abertura do pavilhdo auricular,
abertura do conduto auditivo e aparecimento dos pelos epidérmicos e o grupo OR-M retardo na
abertura dos olhos. As fémeas apresentaram um retardo na erupcdo dos dentes incisivos
inferiores comparado aos machos. Em relagdo as medidas murinométricas, os grupos OR-
M/OR-F apresentaram maiores medidas comparado aos respectivos controles e o grupo OB-M
apresentou um maior comprimento comparado a todos os grupos. O grupo OB-M apresentou
uma circunferéncia abdominal e tordcica maior que seu grupo controle e o grupo OR-M
apresentou uma maior medida destas circunferéncias comparado a todos os grupos. Ja os grupos
OB-F e OR-F apresentaram maiores medidas da circunferéncia abdominal e tordcica
comparado ao CT-F. Em relacao a diferenca entre os géneros, os grupos dos machos obtiveram
maiores medidas em comparacdo aos grupos das fémeas. Portanto, a suplementa¢do materna
do 6leo bruto da castanha do Paré teve efeito positivo no desenvolvimento somético e padroes

murinométricos enquanto o 6leo refinado retardou o desenvolvimento somdtico da prole e
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aumentou as medidas murinométricas, efeitos que podem ser prejudiciais. Em relacdo aos
géneros, as fémeas demonstraram maior sensibilidade ao consumo do 6leo refinado onde
influenciou negativamente o desenvolvimento somdtico e murinometria. Mais estudos sdo
necessdrios para investigar melhor estes efeitos e identificar quais substincias presentes no dleo

bruto da castanha do Par4 trazem beneficios em relacao ao 6leo refinado.

Palavras-chaves: Acidos graxos; Desenvolvimento Fetal; Neonatos.
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ABSTRACT
SILVA, T.D.O.L. Evaluation of the impact of maternal consumption of Brazil nut
(Bertholletia excelsa) oil on the somatic development and murinometric patterns of the
offspring of Wistar rats 2022. 48 f. Completion of course work (Graduate in Nutrition) -

Federal University of Campina Grande, Cuité, 2022.

Physical development is a delicate and extremely important process for the progression of life,
being influenced by nutrition, mainly by essential fatty acids, which have a fundamental role,
and the Brazil nut (Bertholletia excelsa) is an abundant source of this type. of fatty acids. This
study investigated the effects of maternal consumption of crude and refined Brazil nut oil on
somatic development and murinometric measurements in the offspring of Wistar rats. The pups
were divided into six groups, three groups with male pups (M) and three with female pups (F):
control (CT-M, n=13 and CT-F, n=11) — treated with distilled water; crude oil (OB-M, n=12
and OB-F, n=12) and refined oil (OR-M, n=14 and OR-F, n=15) both treated with 3000 mg/kg
of animal weight of crude and refined Brazil nut oil, respectively. Mothers were treated from
the 7th day of pregnancy and throughout lactation. Somatic maturation was evaluated during
lactation, from the first day of life, and murinometric measurements were performed with the
anesthetized animals at 45 days of age, prior to euthanasia. The results were expressed as mean
standard error (SME) and analyzed by One Way ANOVA, however, the results of somatic
maturation were expressed as median values of the day (Min-Max) and mediated by Kruskal-
Wallis followed by Dunn's Test. The alpha error for rejecting the null hypothesis was p < 0.05.
In somatic maturation, OR-F showed delay in opening the ear, opening of the ear canal and
appearance of epidermal hairs, and the OR-M group showed delay in opening the eyes. Females
showed a delay in the eruption of lower incisors compared to males. In relation to murinometric
measurements, the OR-M/OR-F groups presented greater measurements compared to the
respective controls and the OB-M group presented a greater length compared to all groups. The
OB-M group had a larger abdominal and chest circumference than its control group and the
OR-M group had a greater measurement of these circumferences compared to all groups. On
the other hand, the OB-F and OR-F groups had greater measurements of abdominal and chest
circumference compared to CT-F. Regarding the difference between genders, the male groups
obtained higher measurements compared to the female groups. Therefore, maternal
supplementation of crude Brazil nut oil had a positive effect on somatic development and

murinometric patterns, while refined oil delayed offspring somatic development and increased
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murinometric measurements, effects that could be harmful. Regarding gender, females showed
greater sensitivity to consumption of refined oil, which negatively influenced somatic
development and murinometry. More studies are needed to better investigate these effects and
identify which substances present in Brazil nut crude oil bring benefits in relation to refined oil.

Keywords: Fatty acids, Fetal Development; Newborns.
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1 INTRODUCAO

Os 4cidos graxos (AG) sdo constituintes estruturais das membranas celulares, cuamprem
funcdes energéticas e de reservas metabdlicas, além de formarem hormonios e sais biliares.
Dentro da diversidade dos AG, existem aqueles que o organismo tem capacidade de sintetizar,
porém outros ndo e, por isso, sdo denominados acidos graxos essenciais (AGE) e devem ser
supridos através da dieta (HANEBUTT, et al., 2008; HERRERA; ORTEGA 2010). Em
humanos, a maturacao do sistema nervoso central tem inicio na fase intra-uterina e persiste até
os primeiros anos de vida pés-natal (MARTINEZ, 1992). Assim, a nutricdo materna € essencial
durante a gestacao e lacta¢do para garantir um adequado desenvolvimento dos neonatos, pois
nesta fase, hd aumento da demanda de 4cidos graxos poli-insaturados (AGPI) (KOLETZKO et
al., 2001; XIANG et al., 1999). No rato, este maior aporte ocorre entre o 16° ao 18° dia de
gestacdo (GREEN; YAVIN, 1996). A deficiéncia de alguns desses dcidos, como o 4cido
docosahexaendico (DHA) pode alterar a composicdo das membranas sindpticas, afetando as
funcdes dos receptores da membrana neuronal, canais 10nicos e enzimaticos (HORNSTRA,
2002). O desenvolvimento cognitivo na infancia € um processo complexo, influenciado por
multiplos fatores genéticos e ambientais que interagem entre si. Durante o desenvolvimento, as
células nervosas s@o conectadas entre si, formando as sinapses que desenvolvem redes para os
processos sensoriais, impressdes auditivas e visuais (GONZALEZ; VISENTIN ez al.,
2016). Os 4cidos graxos sdao nutrientes essenciais para o desenvolvimento e manutencao das
funcdes cerebrais e estdo intimamente relacionados aos processos de aprendizado. Eles
demonstram uma correlagdo positiva com o neurodesenvolvimento na prole através da ingestao

materna de lipidios (MELO et al., 2019).

Uma fonte de 4cidos graxos essenciais € o 6leo da Castanha do Pard (Bertholletia
excelsa), comumente consumido pela populacio na regido Norte do Brasil, na sua forma bruta
(SANTOS, et al., 2013). Porém, o refino do 6leo pode alterar sua composicao e interferir no
organismo de forma diferente do 6leo bruto quando consumido, assim como demonstrado em
pesquisa na qual foram constatadas alteragdes na maturacgao reflexa e somética da prole de ratos
tratados com Oleo de buriti bruto e refinado (MEDEIROS et al., 2015). Outras pesquisas
identificaram alteracdes na maturacao reflexa em animais tratados durante a fase inicial da vida
com Oleo de abacate (MELO et al., 2019), castanha de caju (MELO et al., 2017) e acido

linoleico conjugado (QUEIROZ et al., 2019). Sendo assim, podemos observar que os alimentos
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fontes de lipideos dietéticos podem exercer um papel importante para o desenvolvimento do
sistema nervoso e interferir na composic¢ao corporal de organismos em desenvolvimento. Em
vista disso, com o presente estudo, objetivou-se investigar em ratos se o tratamento materno,
com dieta contendo o 6leo de castanha do Para bruto e refinado, modificaria o desenvolvimento

somdtico e padroes murinométricos da prole.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar os efeitos do consumo materno de 6leo de castanha do Pard bruto e refinado

na prole de ratas Wistar, em ambos 0s sexos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Avaliar a maturagdo somatica dos neonatos;

v Aferir as medidas murinométricas de comprimento, e circunferéncias abdominal e

toracica;
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 ACIDOS GRAXOS E NUTRICAO MATERNA

Os lipideos s@o grupos de compostos quimicos com predominancia a possuir acidos
graxos em sua composi¢do e possuem fungdes desde a sinalizacdo celular, armazenamento
energético e fungdes estruturais (DE CARVALHO; CARAMUIJO, 2018). O Guia Alimentar
para Populagdo Brasileira de 2014 recomenda que o consumo de fontes de gorduras seja com
certa moderacdo e com a dada preferéncia aos produtos com minimo processo industrial ou in
natura, podendo ser utilizado no preparo ou tempero de diversas preparagdes. Em relagdo a
porcentagem dos micronutrientes, determina-se habitualmente a um adulto saudével a faixa dos
30% das calorias totais serem provenientes de fontes de gorduras (MOREIRA et al., 2012).
Porém, além de patologias especificas, os ciclos de vida possuem demandas especificas de
lipideos como € o caso do periodo gestacional, onde o aporte caldrico € reajustado

principalmente para o aporte energético (ACCIOLY et al., 2012).

A nutricdo materna adequada torna-se essencial durante a gestacdo e lactagdo para o
desenvolvimento de neonatos, pois hd um aumento das demandas de AGPI nesta fase
(KOLETZKO et al.,, 2001; XIANG et al., 1999). Os neonatos mais vulnerdveis para
desenvolver deficiéncia de AGE sao os recém-nascidos pré-termo e os alimentados com
formulas industrializadas, sem a presenca desses &dcidos graxos. Isso poderd ocasionar
transtornos, como: crescimento inadequado, dermatites, aumento da susceptibilidade as
infeccdes e danos ao sistema nervoso central (CORRIA, 2001; MORGANE et al., 1993), sendo
assim, nesta fase, o leite humano €, indiscutivelmente, o alimento mais indicado durante os
primeiros meses de vida (VALENZUELA; NIETO, 2003). A dieta materna, antes da concepgao
J4 determina o tipo de 4cido graxo que se acumulard no tecido fetal, como por exemplo o
consumo adequado de dcidos graxos poli-insaturados que podem influenciar na quantidade de
lipideos presentes no leite da progenitora e assim favorecer ao desenvolvimento adequado

(GONZALES, 2002; GAZALEZ; VISENTIN, 2016).

3.2 PROGRAMACAO FETAL

Datadas pela primeira vez nos anos 90 e encabec¢ada pelo epidemiologista inglés David
Barker, define-se a programacao fetal como manipulacdes ou indugdes de gatilhos que durante

o periodo de desenvolvimento do feto induzem consequéncias e efeitos permanentes no
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organismo em questdo (LUCAS, 1991; MARCINIAK et al., 2017). Pode ser dividida de duas
maneiras: (1) insuficiéncia placentéria, podendo-se usar como exemplo a ligadura da artéria
uterina, a qual, pode gerar reducdo do fluxo sanguineo materno-fetal e, com isso, restringir a
quantidade de nutrientes repassados, limitando o crescimento fetal, como também via (2)
manipulacdo dietética, na qual manipulacdo de varidveis como teor de macronutrientes,
micronutrientes e calorias, por exemplo, acarretam em mudancas fetais (ARMITAGE et al.,

2004).

Com a epidemia de obesidade e o alto consumo de dietas hipercaldricas e hiperlipidicas,
notou-se que esse desequilibrio alimentar principalmente no consumo de lipideos pode induzir
a disturbios de ingestdo calodrica dos neonatos, disfuncdes hormonais na leptina e insulina,
aumento exacerbado do peso corporal, aumento dos niveis pressoricos e também alteracdes de
colesterol, entretanto, observa-se que quando utilizado dietas ricas em fontes de gordura
sauddveis como o Omega 3 na gestacdo, ocorreram beneficios a prole como melhora de
sensibilidade a insulina, reducdo da gordura corpdrea e reducdo dos niveis leptinicos e, com
isso, fica evidente que a qualidade e a quantidade do lipidio pode influenciar positiva ou
negativamente na prole (KOROTKOVA et al.,2012; PINKE, 2013; SARDINHA et al., 2013;
SILVA, J, F., 2019).

3.3 CASTANHA DO PARA (BERTHOLLETIA EXCELSA)

Amplamente consumida por paises europeus e os Estados Unidos e sendo produzido
principalmente no Brasil, Vietnd, Costa do Marfim e India, a castanha do Pard é um alimento
bastante explorado pelo agronegdcio, principalmente, pelos custos de processamento mais
baixos e a valorizacdo do produto final (OLIVEIRA et al., 2020). Segundo a Organizagao das
Nagdes Unidas, em 2018, o pais produziu 75,5 mil toneladas do produto, abastecendo o
mercado interno e as exportacdes. No Brasil, a extragdo da castanha € a unica fonte de renda de
diversas familias, tendo em vista a baixa necessidade tecnoldgica para produgdo e também
utilizando-se dos excedentes produzidos usados para minimizar situacdes de vulnerabilidade
social, pois podem ser utilizadas na prépria alimentagdo ou comercializacio em pequenas
quantidades. Vale salientar que a producao familiar pode funcionar como tética a fim reduzir o

desmatamento realizado por grandes industrias extrativistas (SILVA ez al., 2013).

A castanha do Para, fruto verdadeiro da castanheira Bertholletia excelsa, é uma

améndoa envolvida sob uma resistente casca acima de um produto tradicionalmente conhecido
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como caju e tradicionalmente ingerida apds o processamento ao fogo a fim de reduzir o teor
acido presente no produto in natura, sendo considerado um produto rico em dcidos graxos poli-
insaturados e monoinsaturados, como por exemplo: acido oléico, linoléico, palmitico e
estedrico. Em relacdo as proteinas, a castanha é considerada de alta qualidade e fonte de
carboidratos, com isso sdo atribuidas propriedades cardioprotetoras, antioxidante,
anticarcinogénica e protec¢ao ao sistema nervoso central (OLIVEIRA et al., 2020; GODOS et
al., 2022). Como forma de reaproveitamento total do alimento e também renovar a forma de
comercializacdo da castanha sdo utilizadas técnicas de transformacgdo de gorduras em produtos
mais consumiveis aos seres humanos. Datados primeiramente nos anos 70 e utilizando-se de
outras oleaginosas varios métodos podem ser utilizados para chegar ao produto final de um
Oleo, como por exemplo, a utilizacdo de solventes, prensagem mecanica e utilizagdo de
autoclavagem, sendo todas essas objetivando possuir o 6leo em si (RODRIGUES, 2014). Para
obter um 6leo refinado como produto final, sdo realizadas etapas de purificacdo do produto
bruto, como por exemplo, os processos de degomagem, neutralizacdo, desodorizacdo e
clarificacdo e, com isso, visa-se tornar o 6leo ainda mais palatdvel ao consumidor final, porém,
ao refinar qualquer tipo de 6leo, ocorrem perdas em sua composi¢do, como a perda de proteinas,
acidos graxos e vitaminas (RAMALHO; SUAREZ, 2012; RODRIGUES, 2014). O ¢6leo da
castanha do Pard possui em sua composicao alta concentracdo de antioxidantes e vitaminas
como ferro, zinco, potdssio, selénio e célcio, também observou-se a vasta diversidade de 4cidos
graxos como acido linoleico, oleico, palmitico, linolénico principalmente em sua forma bruta
(SILVA et al., 2021). Tem o uso relatado como consumo nao alimenticio como por exemplo
na fun¢do de lubrificante em geral (Del Mastro, 2013) e também tradicionalmente em forma
comestivel como tempero de saladas por exemplo, salientando que o 6leo atendeu aos critérios
de qualidade geralmente preestabelecidos como por exemplo a acidez, no qual, o trabalho de
Ferreira et al., (2006) encontrou o valor de 0,104% de 4cidos graxos livres expressos em oleico,

dentro do limite de 2,5%.

Tabela 1 — Composi¢do dos 4cidos graxos totais do 6leo da castanha do Pard

(Bertholletia excelsa)

Oleo Acidos Graxo Totais
Saturados Monoinsaturados Poli-insaturados
Bruto 11,31 mg 53,93 mg 33,41 mg
Refinando 18,25 mg 34,87 mg 43,28 mg

Fonte: Dutra (2021) (Dados ndo publicados)
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 TIPO DE ESTUDO

A pesquisa trata-se de cariter experimental pelo motivo de propor a algum objeto de
pesquisa a influéncia de varidveis em um ambiente determinado e controlado pelo pesquisador
e, assim, observar os desfechos que essa varia¢do pode ocasionar sobre o objeto de pesquisa.
Também € considerada explicativa pela busca de justificativas que expliquem o porqué dos
fatos e, por fim, é considerada descritiva, pelo uso de técnicas previamente padronizadas e

descritas para a realizacdo da mesma (GIL, 2008).

4.2 LOCAL DE EXECUCAO

As castanhas foram obtidas na cidade de Jodao Pessoa-PB, no mercado popular, e em um
unico lote. Apds a selecdo, foram realizados os processos de extracdo do 6leo seguido do seu
refino. Os 6leos obtidos foram armazenados sob refrigeracdo hi -18°C no Laboratério de
Nutricdo Experimental (LANEX) do Centro de Educacdo e Saide da Universidade Federal de
Campina Grande, juntamente da realizacdo dos experimentos no mesmo local e também no

Laboratério de Bromatologia da referida instituicao.

4.3 PROTOCOLO EXPERIMENTAL

4.3.1 Obtencao dos dleos da castanha do Para

Para a extracdo do 6leo bruto utilizou-se de uma prensa manual (Prensas Hidrdulica SL.
10 da marca SOLAB, Piracicaba, Sdo Paulo, Brasil) com técnica de extracdo a frio e, em
seguida, o 6leo foi armazenado a temperatura de — 18°C. J4 no processo para obtencao do 6leo
refinado, o 6leo bruto passou pelo processo de degomagem, em seguida, foi neutralizado com
hidréxido de sédio na propor¢do de 12% ao volume de 6leo obtido. Posteriormente, o dleo foi
centrifugado para retirada de impurezas e passado em um funil de separacdo e submetido a
lavagens intervaladas em 30 minutos cada e adicionando-se 4gua alternadamente em
temperatura de 90 — 95°C e, a temperatura ambiente, agitando o funil manualmente para retirar

a presenca de gases. Em seguida, adicionou-se o indicador fenolftaleina e, apds a nitida
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separacdo das fases e descarte da 4gua, nas lavagens finais, utilizou-se do verde de bromotimol
para caso existissem resquicios do hidréxido de sédio fosse acusado no momento. Apds a
detec¢do da alcalinidade da dgua, via os indicadores mencionados, o 6leo foi seco em um
evaporador rotativo a 60 °C, sob pressdo de vdcuo durante 20 minutos e agitacdo branda. Por

fim, as amostras codificadas foram armazenadas a temperatura de — 18° C.

4.3.2 Animais

Utilizou-se 9 fémeas da linhagem Wistar provenientes do biotério de criagdo da
Universidade Federal de Pernambuco com idade de 90 e 120 dias e peso de 250 + 50 g para
obter os filhotes. As ratas foram acasaladas e colocadas em propor¢ao de uma fémea para cada
macho. Apds a confirmacdo da prenhez, a partir do esfregaco vaginal, as gestantes foram
alojadas em gaiolas-maternidade individuais de polipropileno em condi¢Oes padronizadas de
22 + 1°C com ciclo claro-escuro (12 h; inicio da fase clara as 6:00h), umidade 65%, recebendo
racdo e dgua ad libitum. As fémeas receberam a dieta comercial Nuvilab® (marca Quimtia, Rio
de Janeiro, Brasil) e o 6leo de Castanha do Paréd por gavagem, que foi ofertado a partir do 7°
dia de gestacao e durante toda a lactagdo. As ninhadas foram padronizadas em 8 filhotes, sendo
4 fémeas e 4 machos, preferencialmente, e nenhuma ninhada foi mantida sem a presenca de
machos e fémeas. Os filhotes foram divididos em seis grupos, sendo trés grupos com filhotes
machos (M) e trés com filhotes fémeas (F): controle (CT-M, n=13 e CT-F, n=11) — tratado com
agua destilada; 6leo bruto (OB-M, n=12 e OB-F, n=12) e dleo refinado (OR-M, n=14 e OR-F,
n=15), sendo os grupos tratados com 6leo com a dose de 3000 mg/kg de peso do animal do 6leo
da castanha do Pard bruto e refinado respectivamente. Apds o desmame, a prole recebeu dieta
comercial Nuvilab® durante o tempo do experimento.

A dosagem foi definida a partir do estudo realizado por Torres et al. (2016), que
utilizaram a suplementacio de 3000 mg de 6leo de pequi/kg de peso do animal para avaliacao

dos efeitos anti-inflamatorio e antioxidante.

4.3.2.2 Protocolo experimental

Figura 1 — Protocolo experimental - Linha do tempo dos dias de experimentos com ratos Wistar os quais as

progenitoras foram suplementadas com 6leo bruto e refinado da castanha do Para durante a gestacdo e lactacao.
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Suplementacio Materna

Adolescéncia
Gestaca Lactacéo - Eutanasia
e € (45 dias de vida) \

N

Avaliacdo Murinométrica

45 dias de vida

Desenvolvimento Somatico
1° ao 21° dia pds natal

Figura 2 - Grupos experimentais - Fluxograma dos grupos experimentais e suas respectivas suplementacdes.

Grupos
Machos Fémeas

4{ Controle (CT-M) ’_“_{ Controle (CT-F) ‘7

‘ Agua destilada ‘

7‘ Oleo bruto (OB-M) k—“—{ Oleo bruto (OB-F) ‘7

3.000 mg/kg dleo bruto da
castanha do Para

7‘ Oleo Refiando (OR-M) }—ﬁ—()leo Refiando (OR-F) ‘7

3.000 mg/kg oleo refinado da
castanha do Para

4.3.3.1 Maturacio somatica

A maturacdo somdtica em ratos consiste em um processo crescente e influenciavel por
alteracodes diversas, tais como a alimentacdo hipercaldrica ou deficiente e de algum nutriente
que podem atuar em conjunto ou isolado no organismo. Com isso, a andlise acerca do
desenvolvimento fisico, com teste visual de observacdo de indicadores sométicos sdo de
extrema importancia para compreender se o neonato ja adquiriu a maturagdo somética completa
e se determinadas manipulacOes dietéticas aceleram ou retardam o processo (FORMIGA;
MOURA, 2015). A consolidacao da maturag@o somaética foi pesquisada diariamente, no horario

entre 06 e 08 horas da manha, do 1° ao 21° dia pds-natal. A resposta foi consolidada quando o
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resultado esperado se repetiu por trés dias consecutivos, sendo considerado o dia da

consolidacdo o 1° dia do aparecimento.

Os seguintes indicadores foram observados diariamente, até sua maturacdo, a partir do

primeiro dia pds-natal:

a)

b)

d)

€)

Abertura do Pavilhdo Auricular (APA) — Normalmente, o animal nasce com o pavilhao
auditivo dobrado; portanto, o pavilhdo auricular aberto foi considerado no dia em que a
dobra foi desfeita. Nesta avaliacdo, a maturacao foi considerada positiva quando os dois

pavilhdes estiveram desdobrados.

Abertura do Conduto Auditivo (ACA) — Ao nascimento, o conduto auditivo encontra-se
fechado. Foi considerada madura a ACA no dia em que o orificio auricular podia ser
visualizado. Nesta avalia¢do, a maturacdo foi considerada positiva quando os condutos,

direito e esquerdo, encontraram-se abertos.

Erupcdo dos Dentes Incisivos Superiores (EIS) — Foi registrado o dia em que houve a
erupc¢do dos dentes incisivos superiores. Foi considerada resposta positiva quando ambos

0s incisivos estiveram expostos.

Erupcdo dos Dentes Incisivos Inferiores (EII) — Foi registrado o dia em que houve a erup¢ao
dos dentes incisivos inferiores. Foi considerada resposta positiva quando ambos estiveram

€Xpostos.

Abertura dos Olhos (AO) — No rato, os olhos encontram-se totalmente encobertos pelas
palpebras, durante alguns dias apds o nascimento. A resposta foi considerada positiva

quando os dois olhos estavam abertos, com presen¢a de movimento reflexo das palpebras.

Aparecimento dos Pelos Epidérmicos - Os ratos nascem sem pelos; o seu aparecimento foi

confirmado deslizando gentilmente os dedos sobre a epiderme do animal.

4.3.4 Avaliacao Murinométrica

Aos 45 dias de vida dos animais, foram analisados os dados murinométricos. Para tanto,

os animais foram previamente anestesiados. Utilizou-se uma fita métrica para afericdo das
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seguintes medidas: circunferéncia tordcica, circunferéncia abdominal e comprimento, todos

expressos em centimetros (NOVELLI et al., 2007).
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Figura 5 - Afericdo da circunferéncia abdominal. Fonte: Medeiros (2015).

4.3.5 Anestesia e Eutanasia

Antes de iniciar os procedimentos para obtencao dos dados murinométricos, os animais
foram anestesiados para ndo sentirem dores ou sofrimento, e tal procedimento foi realizado com
Cloridrato de Ketamina e Cloridrato de Xilazina na propor¢do 1 mL/Kg peso corporal, via

intraperitonial.

4.4 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados da maturagdo somdtica foram expressos em valores de mediana do dia
(Min-Mix) e os resultados da murinometria foram expressos em média e erro padrao da média
(EMP). Foi feita a andlise de varidncia ANOV A One Way, Kruskal-Wallis e seguido do pds teste

de Dunn’s e Tukey. O erro alfa para rejeicao da hipdtese nula foi de p<0,05.

4.5 ASPECTOS ETICOS

O trabalho foi submetido e aprovado de acordo com as Diretrizes para o Cuidado e Uso
de Animais Experimentais, pela Comissdo de Etica no Uso de Animais - CEUA do Centro de
Saude e Tecnologia Rural - CSTR/UFCG (N° 09/2020) (ANEXO A - Parecer da Comissao de

Etica no Uso de Animais)

Foram seguidos os principios éticos com base no National Institute of Health Bethesda,
visando o bem-estar dos animais, o cuidado, a reducao do sofrimento e estresse no laboratdrio.
Os procedimentos realizados entram de acordo com as normativas do Cédigo Brasileiro de

Experimentacdo Animal.
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5 RESULTADOS

5.1 DESENVOLVIMENTO SOMATICO

O grupo OR-F apresentou retardo no aparecimento do pavilh@o auricular, na abertura
do conduto auditivo e no aparecimento dos pelos epidérmicos comparado ao CT-F e OB-F (p
<0.05). Ja o grupo OR-M apresentou retardo na abertura dos olhos comparados aos CT-M e
OB-M (Tabela 2) (p <0.05).

As fémeas do grupo OR-F apresentaram retardo na erup¢do dos dentes incisivos

inferiores quando comparado ao grupo OR-M (p < 0.05).

Tabela 2. Desenvolvimento somatico da prole de ratos cujas maes foram suplementadas durante gestacdo e lactacdo

com Oleo bruto e refinado da Castanha do Para

Grupos
Desenvolvimento Somatico
CT-M OB-M OR-M CT-F OB-F OR-F
Aparecimento do pavilhdo auricular 3(3-4)? 3(2-4)? 35(2-5)¢® 3(3-4)°? 3(-3)? 4 (3-4)°
Abertura do conduto auditivo 12 (12-13)® 13 (12-13)* 13 (12-18)* 13 (12-13)2  12(11-13)* 13 (12-16)°

Erupcao dos dentes incisivos superiores 11 (8-13)* 11 (9-13)* 11.5(10-14)? 10 (9-12)* 10.5(10-12)* 12 (10-12)*
Erupg¢do dos dentes incisivos inferiores 11 (10-12)* 10(9-12)* 11 (11-12)* 11(10-12)*  10(9-12)* 12 (10-12)**
Abertura dos olhos 14 (11-15)* 14 (13-15)* 15 (14-16)° 14 (14-15)* 15(13-15)* 15 (14-16)®
Aparecimento dos pelos epidérmicos 2(2-3)® 3(2-3)? 3(2-5)°? 2(2-3)? 32-4)? 3(2-5)°"

Os dados foram expressos como valores médios do dia (min-méx) e analisados por andlise de Kruskal-Wallis de varidncia seguida
pelo teste de Dunn’s (p <0.05). Letras diferentes entre linhas significam diferencas entre os grupos (p<0.05). * Diferenca significativa
entre os géneros macho e fémea (p < 0.05). CT-F (Grupo controle fémea) CT-M (Grupo controle macho), OR-F (6leo refinado fémea)
OR-M (6leo refinado macho) OB-F (6leo bruto fémea) OB-M (6leo bruto macho).

5.2 AVALIACAO MURINOMETRICA

Ao analisar o comprimento dos machos, o grupo OR-M apresentou maior medida
comparado ao respectivo controle (p < 0,05) e o grupo OB-M apresentou um maior
comprimento comparado ao CT-M e OR-M (p < 0,05), foi observado o mesmo resultado nos

grupos que compde as fémeas.
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O grupo OB-M apresentou uma circunferéncia abdominal e tordcica maior que seu
grupo controle e o grupo OR-M apresentou uma maior medida destas circunferéncias
comparado ao CT-M e OB-M (p < 0,05). J4 os grupos OB-F e OR-F apresentaram maiores
medidas da circunferéncia abdominal e toracica comparado ao CT-F (p < 0,05).

Em relacdo a diferenca entre os géneros, todos os grupos dos machos obtiveram

maiores medidas em comparacao aos grupos das fémeas (p<0.05).

Tabela 3. Avaliacdo murinométrica da prole de ratos cujas maes foram suplementadas durante

gestacdo e lactacdo com 6leo bruto e refinado da Castanha do Para

Grupos
CT-M OB-M OR-M CT-F OB-F OR-F

Comprimento 18,3+0,25*  19,95+0,05° 18,78+0,24° 16,83+0,25* 17,66+0,25°° 17,23+0,23%"
Circunferéncia . . .

11,754£0,26*  13,51+£0,29° 14,03+0,44° 11,18+0,25*" 12,23+0,45>" 12,46+0,32""
abdominal
Circunferéncia . . .

11,25+0,26* 11,83+0,33> 13,41+0,20°¢ 10,81+0,25*" 11,34+0,35>" 11,22+0,32°
toracica

Os dados foram expressos como média e erro padrdo da média e analisados com ANOVA e pds-teste de Tukey.
Letras mindsculas diferentes entre colunas significam diferencas entre o grupo controle (p<0.05). * Diferenca
significativa entre os géneros macho e fémea (p < 0.05). CT-F (Grupo controle fémea) CT-M (Grupo controle
macho), OR-F (6leo refinado fémea) OR-M (6leo refinado macho) OB-F (6leo bruto fémea) OB-M (6leo bruto

macho).
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6 DISCUSSAO

O presente estudo investigou o impacto do consumo materno dos 6leos bruto e refinado
da castanha do Pard durante a gestagado e lactacdo. Os alimentos com propriedades funcionais
vém sendo comumente utilizados e amplamente pesquisados, dentre eles destaca-se a Castanha
do Pard (Bertholletia excelsa) rica em dcidos graxos essenciais, com um teor elevado de dcido
linolénico e oleico onde Ferreira et al (2006) encontraram porcentagem de linoléico de 51%
enquanto o acido oléico apresentou 13% da composi¢do. Além de possuir propriedades
antioxidantes responsdveis pela modulacio do sistema imunoldgico e pelos processos
inflamatoérios, tem beneficios de reduzir o risco de aterosclerose, além da importancia para a
saude do sistema cardiovascular (GODOS et al., 2022) porém apesar de diversas pesquisas
relacionadas aos beneficios anteriormente mencionados, o 6leo de Castanha do Para ainda
carece de estudos a respeito de sua influéncia no desenvolvimento fisico, a procura de
beneficios e eventuais riscos. Com isso, foi observado na maturacdo somadtica e na avaliacdo
murinométrica um impacto nos grupos tratados com os dois tipos de 6leo da castanha do Par4.
No periodo gestacional, ocorrem mudancas metabdlicas cruciais para a formacao fetal, sendo
necessdrio reajustar as demandas nutricionais lipidicas que serdo transferidas durante a gravidez
para o feto através da placenta e pelo leite materno durante a lactacio (PARK; EICHER-
MILLER, 2014).

Logo ap6s o nascimento, foi avaliado se o consumo materno dos 6leos da castanha do
Paré interferia no desenvolvimento fisico da prole, uma vez que muitos nutrientes consumidos
durante a gestacdo e lactacdo podem influenciar diretamente, antecipando ou retardando varios
destes parametros, implicando num efeito positivo ou prejudicial, respectivamente (MELO et
al., 2019). Foi observado um retardo nos grupos OR-M/OR-F. Houve um atraso no
aparecimento do pavilhdo auricular, na abertura do conduto auditivo e no aparecimento dos
pelos epidérmicos no grupo OR-F e na abertura dos olhos no OR-M., corroborando Medeiros
et al., (2015), onde foi demonstrado um retardo na abertura dos olhos e erup¢do dos superiores
e incisivos inferiores com o grupo suplementado com o 6leo refinado de buriti. Este efeito
negativo demonstrado com o consumo do dleo refinado da castanha do Pard evidencia a
vantagem de utilizar-se o 6leo em sua forma minimamente processada ao invés do refinado,
pois durante o processo do refino sdo removidas impurezas e substincias oxidativas presentes
do 6leo bruto, mas também ocorre alteragdo no perfil de 4cidos graxos e reducdo do teor de

antioxidantes, podendo causar alteracdes no neurodesenvolvimento dos neonatos (AQUINO ez
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al.,2012; CHAKRABORTY & JOSEPH, 2018; SAMPAIO et al., 2011). A pesquisa de MELO
et al. (2019), onde foi realizada a suplementacdo do 6leo e da polpa do abacate rico em 4cidos
graxos no periodo de gestacdo e lactacdo, a polpa apresentou a aceleragdo no processo de
abertura do conduto auditivo e a erup¢do dos dentes incisivos superiores com utilizacdo da
polpa do abacate. Diversos estudos mostram alteracdes no desenvolvimento somdtico de
animais suplementados com 4cidos graxos, assim como a pesquisa realizada com ratos no
periodo de gestagdo e aleitamento com a gordura hidrogenada vegetal, conhecida também por
ser fonte de 4cidos graxos trans, que mostrou retardo no desdobramento do pavilhdo auricular,
mas ndo na abertura do ducto auditivo (BORBA; SILVA; ROCHA-DE-MELO, 2011

Apoés os animais completarem 45 dias, foi realizada a murinometria que avaliou o
impacto do consumo materno dos 6leos bruto e refinado da castanha do Para sobre pardmetros
fisicos. O modelo animal ajuda no avanco cientifico, sendo amplamente utilizado por questdes
éticas de experimentos em humanos e similaridade encontrada entre os organismos
(FAGUNDES; TAHA 2004). Outro paralelo pode ser construido com a andlise de medidas
murinométricas em roedores e antropometria em seres humanos, uma vez que compartilham
medidas em comum, como as circunferéncias abdominal e tordcica € o comprimento
(NOVELLI et al., 2007). Grupos de animais experimentais com a améndoa da macaiba (fruto
rico em dcidos graxos monoinsaturados e saturados) apresentaram maior comprimento que os
grupos que ndao foram suplementados (SOUZA, 2016; SILVA, 2017), semelhante aos
resultados da nossa pesquisa, na qual os grupos experimentais obtiveram maior comprimento
em comparagdo aos seus grupos controles, demonstrando o efeito positivo no desenvolvimento
dos animais. Os trabalhos de Silva (2019) e Silva (2017) demonstraram alteracdes nos padroes
murinométricos de ratos suplementados com O6leo e polpa do abacate e macaiba,
respectivamente, e também foram encontradas alteracbes murinométricas em animais

suplementados com &cido linoleico conjugado (QUEIROZ et al., 2020).

Resultado similar foi observado por Medeiros et al. (2015), que suplementaram 6leo
bruto e refinado de buriti durante a gestacao e lacta¢do. Ja na suplementa¢do materna de 6leo
de abacate, nao foram observadas alteracdes no comprimento caudal (MELO et al., 2019). Estas
alteracdoes podem estar relacionadas com a qualidade e a quantidade de 4cidos graxos poli-
insaturados presentes na dieta, principalmente a relacio de Omega-6 e Omega-3 (CHURCH et
al., 2009). No estudo realizado por Costa et al. (2012) foi observado que, com uma
suplementagdo materna com uma dieta de teor reduzido de gorduras poli-insaturadas, os

neonatos apresentaram um menor desenvolvimento da regido inferior da coluna.
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Também foi observado, na presente pesquisa, um maior desenvolvimento dos neonatos
do sexo masculino, principalmente no comprimento dos animais e na erupcdo dos dentes
incisivos inferiores. Este achado pode ser explicado devido aos hormdnios sexuais: a
testosterona, presente nos machos, que estimulam o crescimento muscular € Osseo; € 0
estrogénio, hormonio feminino, que tem a tendéncia de limitar o desenvolvimento fisico,
influenciando assim, nas diferencas de tamanho e desenvolvimento dos ratos no periodo
perinatal e na fase adulta (CHUNG & AUGER, 2013; SLOB & VAN DER WERFF TEN
BOSCH, 1975; ZHANG et al., 1999).

O consumo materno, tanto do 6leo bruto como refinado da castanha do Para, causou
aumento das circunferéncias abdominal e toracica, no entanto, o consumo materno do oleo
refinado, nos machos, promoveu maior aumento em relacdo ao 6leo bruto, demonstrando um
efeito negativo do refinamento deste produto. A circunferéncia tordcica aumentada foi também
reportada em outras pesquisas utilizaram-se de fontes de gordura via suplementacio como o
6leo do amendoim, a améndoa da macaiba e com o 4cido linoleico conjugado (SILVA, 2016;
SILVA, 2017; QUEIROZ et al., 2020), demonstrando que a suplementacdo dessas fontes
acarretaram um aumento expressivo dessa circunferéncia, sendo necessaria maior cuidado na
prescricdo desses alimentos, tendo em vista a associac@o positiva com o risco cardiovascular
aumentado (SALES, 2015). Ja com a suplementa¢do da farinha da castanha de caju, outra fonte
de gorduras monoinsaturadas, diminuiu as circunferéncias abdominal e tordcica dos animais
dislipidémicos (BEZERRA, 2019), evidenciando que o consumo minimamente processado de
uma espécie similar acarretou diminui¢ao dessas medidas em um grupo com condi¢do de saude
especifica. Em animais jovens e sauddveis suplementados com polpa e 6leo do abacate também
foram observadas diminui¢des de circunferéncia (SILVA, E., 2019), expressando que ¢é
possivel utilizar fontes de gorduras para favorecer o desenvolvimento sem acarretar aumento
de circunferéncia abdominal, o qual representa um maior risco cardiovascular e surgimento da
sindrome metabdlica aos individuos, de acordo com a atualizacdo da Diretriz de Prevencao
Cardiovascular da Sociedade Brasileira de Cardiologia (2019). Utilizando o 6leo de chia, outro
Oleo fonte de gorduras, e aliado a pratica de atividade fisica, foi demonstrado que o consumo
desse Oleo nao alterou os padrdoes murinométricos dos animais (MORAIS, 2015), sendo

importante considerar o uso positivo dessas fontes concomitantemente a atividade fisica.

Verificar como a dieta materna pode interferir no neurodesenvolvimento na prole é
muito importante, e os resultados da presente pesquisa podem contribuir para elucidar efeitos

positivos ou negativos causados pelo consumo de 6leos contendo fontes de AGPI, porém com
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técnicas diferentes de obtencdo. O processo de refino do dleo interferiu negativamente no
desenvolvimento somatico e medidas murinométricos dos animais 0s quais as progenitoras
foram suplementadas e o processamento do 6leo pode ter ocasionado as perdas significativas

em seu contetido de 4cidos graxos.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Na presente pesquisa, houve efeito positivo do éleo bruto de castanha do Pard no
comprimento dos animais, enquanto houve efeito negativo mais evidente do dleo refinado,
causando retardo no desenvolvimento somdtico e aumento nas circunferéncias abdominal e
tordcica. Assim, o refino pode ser prejudicial para alguns parametros, tendo em vista as
alteracdes na composicao dos 6leos. Pesquisas futuras em humanos podem elucidar melhor os
efeitos encontrados nesta pesquisa com a suplementacdo do 6leo da castanha do Pard,
identificando quais substancias presentes no 6leo bruto e ausentes no 6leo refinado favoreceram

tais efeitos, assim como a composicdo e a propor¢do dos dcidos graxos presentes.
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ANEXO A - Parecer da Comissdo de Etica no Uso de Animais
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Cerilicamos pars oa devidos fins que o projelo infflulado “IMPACTD DO
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caraier de ad redorendiam, estands a fur das novmas & regulamenio vigenies. no pars,
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