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RESUMO

O envelhecimento é considerado um processo natural da vida, sendo a fase idosa
associada com o desenvolvimento de diversas doencas, a exemplo das doencgas cronicas,
neurodegenerativas e neuropsiquidtricas. Com isso, a populacdo idosa vem cada vez mais
se conscientizando sobre a importancia da alimentacao equilibrada, que propicie saide e
bem-estar. As plantas alimenticias ndo convencionais, sdo excelentes fontes nutricionais
e funcionais, como a Opuntia ficus-indica, planta que apresenta na sua composi¢ao
antioxidantes, os quais atuam no combate dos radicais livres no organismo, reduzindo os
processos oxidativos e inflamatdérios, minimizando dessa maneira a ansiedade. Logo, esse
trabalho teve por objetivo avaliar o efeito do consumo da farinha de palma sobre o
comportamento de ansiedade e peroxidacao lipidica do cérebro de ratos idosos. Para isso,
os animais foram divididos em quatro grupos (n=10). Grupo controle (GC) — tratado com
a racdo AIN-93M, P5% (grupo tratado com a racdo AIN-93M, com adi¢do de 5% da
farinha de palma); P10% (grupo tratado com a racdo AIN-93M, com adicao de 10% da
farinha de palma) e P15% (grupo tratado com a racdo AIN-93M, com adi¢do de 15% da
farinha de palma). Os animais receberam a ragcdo durante quatro semanas, apds esse
periodo foram submetidos aos testes comportamentais para afericdo da ansiedade: campo
aberto, labirinto em cruz elevado e caixa claro-escuro. Ao finalizar os testes
comportamentais, os animais foram eutanasiados, o cérebro foi retirado para determinar
a peroxidacdo lipidica. Os dados foram analisados no ANOVA one-way levando-se em
considera¢do o nivel de significancia de p<0,05. Com relagcdo ao campo aberto os animais
P5%, P10% e P15% realizaram um maior numero de rearing € permaneceram por mais
tempo no centro do aparato, comparado ao grupo controle, sendo P15% o grupo que
permaneceu por mais tempo, em comparacio a todos os grupos experimentais. No que
diz respeito a locomog¢do e grooming nao houve diferenca significativa entre os grupos.
No labirinto em cruz elevado os grupos P5%, P10% e P15% permaneceram mais tempo
nos bragos abertos, comparado ao grupo controle, ja P15% permaneceu mais tempo nessa
regido e menos tempo nos bracos fechados, comparado aos demais grupos. Nao foram
observadas diferencas significativas entre os grupos quanto o tempo de permanéncia dos
animais no centro do aparato; P5%, P10% e P15% realizaram um maior nimero de
mergulho de cabeca. Quanto a caixa claro-escuro, P15% permaneceu por mais tempo na
parte clara, menos tempo na parte escura e realizou um menor nimero de transigoes. P5%,
P10% e P15% apresentaram concentracdes mais baixas de peroxidacdo lipidica. Nossos
dados demostraram que o consumo da farinha de palma por ratos idosos promoveu efeitos
ansioliticos e minimizou a peroxidagdo lipidica cerebral. Diante do exposto, pode-se
deduzir que a palma forrageira pode contribuir para prevengdo e/ou tratamento da
ansiedade.

Palavras-chave: figueira-da-india; antioxidantes; envelhecimento; ansiolitico.



ABSTRACT

Aging is considered a natural process of life, and the elderly phase is associated with the
development of several diseases, such as chronic, neurodegenerative and
neuropsychiatric diseases. As a result, the elderly population is increasingly becoming
aware of the importance of a balanced diet that promotes health and well-being.
Unconventional food plants are excellent nutritional and functional sources, such as
Opuntia ficus-indica, a plant that has antioxidants in its composition, which act in the
fight against free radicals in the body, reducing oxidative and inflammatory processes,
thus minimizing anxiety. Therefore, this study aimed to evaluate the effect of palm flour
consumption on anxiety behavior and lipid peroxidation in the brain of elderly rats. For
this, the animals were divided into four groups (n=10). Control group (CG) — treated with
AIN-93M ration, P5% (group treated with AIN-93M ration, with addition of 5% palm
flour); P10% (group treated with the AIN-93M diet, with the addition of 10% palm flour)
and P15% (group treated with the AIN-93M diet, with the addition of 15% palm flour).
The animals received the feed for four weeks, after which they were submitted to
behavioral tests to measure anxiety: open field, elevated plus maze and light-dark box. At
the end of the behavioral tests, the animals were euthanized, the brain was removed for
determination of lipid peroxidation. Data were analyzed by one-way ANOVA taking into
account the significance level of p<0.05. In relation to the open field, animals P5%, P10%
and P15% performed a greater number of rearings and remained longer in the center of
the apparatus, in relation to the control group, with P15% being the group that remained
longer, in relation to all the experimental animals. groups. Regarding locomotion and
grooming, there was no significant difference between the groups. In the elevated plus
maze, groups P5%, P10% and P15% remained longer in the open arms compared to the
control group, while P15% remained longer in this region and less time in the closed arms
compared to the other groups. No significant differences were observed between the
groups regarding the length of stay of the animals in the center of the apparatus; P5%,
P10% and P15% performed a greater number of head dives. As for the light-dark box,
P15% spent more time in the light part, less time in the dark part and performed fewer
transitions. P5%, P10% and P15% showed lower concentrations of lipid peroxidation.
Our data demonstrated that consumption of palm flour by elderly rats promoted anxiolytic
effects and minimized cerebral lipid peroxidation. Given the above, it can be deduced that
cactus pear can contribute to the prevention and/or treatment of anxiety.

Keywords: prickly pear; antioxidants; aging; anxiolytic.
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1 INTRODUCAO

O envelhecimento é considerado um processo natural da vida, associado ao
declinio progressivo das funcdes cognitivas (OROSZI et al., 2022). A velhice acarreta
algumas consequéncias no organismo, nessa fase ¢ comum o aumento da prevaléncia de
problemas de saide a exemplo das doencas cardiovasculares, neoplasias, doencas
reumatoldgicas e alguns transtornos mentais (BELLORA et al., 2021). Na fase idosa pode
acontecer aumento nos niveis de ansiedade e depressdo, tendo em vista que o
envelhecimento estd associado com a incidéncia de condi¢des patolégicas no sistema
nervoso central (SNC), como a diminuicdo do volume cerebral, velocidade do fluxo
sanguineo e aumento da neurodegeneracdo (VINK et al., 2009; OROSZI et al., 2022).

A ansiedade € considerada como uma reagdo natural favordvel para protecdo e
adaptacdo, torna-se patoldgica quando atinge um cardter extremo e generalizado,
causando impacto negativo na qualidade de vida dos idosos (OLIVEIRA; ANTUNES;
OLIVEIRA., 2017). Na maioria das vezes o tratamento da ansiedade na populacio idosa
¢ realizado através de medicamentos psicotropicos (BELLORA et al., 2021). Entretanto,
o consumo de algumas plantas ricas em compostos bioativos pode atuar na prevengao
e/ou tratamento da ansiedade.

As plantas alimenticias ndo convencionais (PANC), sdo consideradas uma
excelente fonte alimentar, tendo em vista que possuem em sua grande maioria, nutrientes
essenciais para o organismo humano, sendo considerada excelente fonte nutricional e
funcional (LIBERATO et al., 2019). Os compostos bioativos com potencial antioxidante,
os quais estdo presentes nas PANC, atuam na preservagao de estruturas do SNC (sistema
nervoso central) contra o ataque de radicais livres (RL) (CHISTE et al, 2014), como
também contribui para a neogénese e a prevencio de distirbios neuropsiquidtricos, a
exemplo da ansiedade (SALEM et al., 2001)

Dentre as PANC destaca-se a palma (Opuntia ficus-indica), que possui em sua
composi¢do fibras, antioxidantes (flavonodides, ascorbato), pigmentos (carotendides,
betalainas), 4cidos fendlicos, biopeptideos e quantidades considerdveis de zinco e
magnésio (DfAZ etal.,2017; SILVA, et al., 2021). Estudos mostram que a utilizacao de
plantas com potencial antioxidante causa efeito benéfico em algumas patologias, bem
como, promove efeito positivo contra os radicais livres, envelhecimento e inflamacgdo

(SINGH et al., 2019; EL - HAWARY et al., 2020)
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A palma por sua vez, apesar de ser considerada um alimento rico
nutricionalmente, ainda € pouco explorado e consequentemente pouco estudada. Levando
em consideracdo que a farinha da palma € um alimento rico em antioxidantes, o
questionamento norteador dessa pesquisa é: como o perfil antioxidante presente na palma
(Opuntia ficus-indica) pode influenciar o comportamento de ansiedade e peroxidacio
lipidica cerebral em animais tratados com esta matriz? Testaremos a seguinte hipdtese: o
perfil de antioxidantes provenientes da palma bem como, os compostos bioativos e
minerais presentes nesta matriz quando consumidos, favorecem a redugdo do estresse
oxidativo e induz um comportamento ansiolitico.

Diante do exposto, objetivamos com essa pesquisar avaliar os efeitos da farinha
de palma (Opuntia ficus-indica) sobre os parametros de ansiedade e peroxidacao lipidica

cerebral em ratos 1dosos.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 O ENVELHECIMENTO E A RELACAO COM AS ALTERACOES DO
ORGANISMO

O envelhecimento € considerado um fendmeno natural da vida. Evidéncias
apontam que de 2017 a 2050, o nimero de idosos deve dobrar nos paises em
desenvolvimento (SILVA et al., 2019). A fase idosa é marcada por alteracdes bioldgicas,
psicoldgica e social, é caracterizado como sendo um processo complexo e individualizado
(DZIECHCIAZ; FILIP, 2014).

O envelhecimento bioldgico estd associado com alteracdes progressivas no
metabolismo no individuo, acarretando assim o comprometimento da auto-regulagdo,
regeneracgdo e ocasionando dessa maneira alteragdes estruturais e funcionais dos 6rgaos e
tecidos. Além do mais, as alteracdes bioldgicas afetam o humor, as condi¢des fisicas e o
desenvolvimento social do idoso. O avan¢o da idade aumenta as dificuldades de
adaptacgdo a situagdes novas, alguns idosos apresentam dificuldade em encarar o processo
de envelhecimento, sendo comum nessa fase o isolamento social (DZIECHCIAZ; FILIP,
2014; WINTER et al, 2015).

Devido a urbanizacdo crescente e a modernizacdo ocorreram diversas mudancgas
no estilo de vida das pessoas, como também gera mudancas nos hébitos alimentares,
acarretando dessa maneira o aumento da prevaléncia das doencas crOnicas ndo
transmissiveis (DCNTs) (DOLINSKY et al., 2015; NAYAK et al, 2021). Atualmente a
promoc¢do do envelhecimento de forma sauddvel vem sendo considerado um grande
desafio (BORGONI et al, 2021). Segundo a OMS (2017), 71% das mortes sao
ocasionadas por DCNTs, sendo considerada a maior causa de mortes no mundo. Essa
incidéncia se d4 devido o progresso lento, comportamento inadequados a longo prazo,
fatores genéticos, ambientais, socioecondmicos € comportamentais (SKYBOVA et al,

2021).

A fase idosa é considerada como o mais profundo fator de risco para quase todas
as doencas cronicas, a exemplo das doencas cardiovasculares, cancer, diabetes e doengas
neuroldgicas, essas patologias estdo relacionadas com a idade e podem afetar a qualidade

de vida e a saude dos individuos. Dentre os fatores que contribuem para o processo do
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envelhecimento, destaca-se: danos no DNA, alteracdes na expressao de genes e RNA,
genotoxicidade e estresse oxidativo (WAGNER et al., 2016; PYO et al., 2020).

Evidéncias apontam que o aumento da idade € considerado um fator de risco para
a maioria das doengas neurodegenerativas, a exemplo da doenca de Alzheimer e da
doenca de Parkinson (HOU et al., 2019). Mudangas no estilo de vida, incluindo aumento
de atividade fisica, alimentacdo sauddvel, sono regular, entre outros, podem trazer
melhorias na sadde dos individuos na fase idosa (PARTTRIDGE; DEELEN;
SLAGBOOM, 2018).

O aumento da incidéncia de transtornos psicolégicos na populacdo idosa vem
crescendo cada vez mais, de acordo com a OMS, estimas que aproximadamente um de
cada dez idosos apresentam problemas psicoldgicos, sendo a ansiedade a mais comum

entre os idosos (SANTOS et al., 2019).

2.2 ANSIEDADE

A ansiedade € caracterizada pelo sentimento de apreensdo e nervosismo, diante a
qualquer experiéncia de preocupacdo. As pessoas com transtornos de ansiedade
apresentam alto grau de sofrimento psicolégico, incapacidade e consequentemente
reducdo significativa na qualidade de vida (AUCOIN, 2021). A ansiedade estd
relacionada com dificuldades em termos de aprendizagem, podendo interferir na
resolutividade de problemas (LOPES, 2018).

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

A ansiedade pode ser considerada normal quando € proveniente de respostas do
organismo, ja quando é decorrente de pensamentos negativos, preocupacdes sem causas
definidas, quando acarreta sofrimentos ou quando a intensidade passa a ser progressiva,

esta é considerada como patolégica (DSM-5, 2014). A ansiedade se torna prejudicial na
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vida do individuo quando se torna excessiva, trazendo consigo prejuizos no convivio
social e até mesmo dificuldade de lidar consigo mesmo (SANTANA; SILVA, 2015).

Na terceira idade ocorre o aumento da morbidade e mortalidade, dados recentes
apontam que a ansiedade na fase idosa estd interligada com esses fatores. Diversos fatores
estdo relacionados com o surgimento da ansiedade na fase idosa, com o aumento da idade
ocorre o aumento da incidéncia das doencas. A detec¢do da ansiedade na fase idosa é
bastante complicada, pois os sintomas sdo semelhantes ao processo natural do
envelhecimento, a exemplo do declinio cognitivo (BALSAMO et al., 2018).

Estudos apontam que as plantas medicinais ou medicamentos fitoterdpicos
contribuem de forma positiva nos sintomas da ansiedade (LOPES; SANTOS, 2018). A
utilizacdo das plantas medicinais pode auxiliar na reducdo dos sintomas como,
nervosismo, estresse, nduseas e taquicardia. O uso das ervas medicinais € feito na maioria
das vezes pela populacdo idosa que almejam o tratamento de doencgas crOnicas e
neuroldgicas, evitando assim o uso de medicamentos (BORTOLUZZI; SCHMITT;
MAZUR, 2020).

2.3 ANTIOXIDANTES

Os antioxidantes sdo substincias que tém a capacidade de proteger as células
contra o ataque de RL os quais sdo produzidos pelo organismo (WANG et al., 2023). Os
radicais livres correspondem as moléculas que sado liberadas pelo préprio metabolismo do
corpo, estes estdo associados com as causas das doencas neurodegenerativas,
envelhecimento e morte celular (VASCONCELOS et al., 2014; ALKADI, 2020).

O préprio organismo produz os antioxidantes, os quais atuam no combate dos
radicais livres no organismo, algumas vezes a producdo do corpo nao € suficiente para
combater os RL, sendo necessdrio a ingesta através da alimentacdo. A ingestdo de
antioxidantes da dieta busca contrabalancar a defesa antioxidante do organismo
(PISOSCHI et al., 2016; TURECK et al, 2017).

O estresse oxidativo estd associado como o principal causador da progressio de
vérias doengas (UNUOFIN; LEBELO, 2020). O aumento das defesas de antioxidantes no
organismo, principalmente por meio da alimentagcdo, ¢ uma das maneiras mais eficazes
de combater os danos indesejaveis causados pelos RL. Sendo assim, as plantas possuem
a capacidade de biossintetizar uma ampla quantidade de antioxidantes, os quais sao

capazes de combater ou até mesmo reduzir os danos oxidativos induzidos pelo RL
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(KASOT, et al., 2015). Estudos mostram que a utilizacdo de plantas que possuem em sua
composi¢do antioxidantes demostram efeito benéfico em algumas patologias, bem como,
promovem efeito contra os RL, envelhecimento e inflamacdo (SINGH et al., 2019; EL -
HAWARY et al., 2020).

Os antioxidantes estdo intimamente relacionados com a prevengao das DCNTSs,
principalmente as caracterizadas por distirbios inflamatdrios e de estresse oxidativo, a
exemplo da diabetes e doengas cardiovasculares (ALKHATIB et al., 2017; ALKHATIB
et al., 2018). Também, apresentam efeitos benéficos nas atividades metabdlicas e
microvasculares, contribuindo assim para reducdo da glicemia de jejum e colesterol
(ALKHATIB et al., 2018; ALKHATIB et al., 2019). Ademais, alimentos fontes de
antioxidantes desempenham um papel importante na prevenc¢do e na reducdo dos

sintomas da ansiedade (WANG et al., 2022).

2.4 O PAPEL DOS ANTIOXIDANTES NO CONTROLE DA ANSIEDADE

Uma revisdo sistemadtica realizada através do Lance, demostrou que no ano de
2020 houve um aumento de cerca de 27,6% de pessoas com depressao, ja a prevaléncia
dos transtornos de ansiedade aumentou cerca de 76 milhoes (2021).

Intervencdes especificas que venham propiciar melhoras no estado de ansiedade
¢ de extrema importancia para as politicas de saide publica. Uma série de fatores
relacionados ao estilo de vida estdo envolvidos na patogénese da ansiedade (KRIS-
ETHERTON et al., 2021). A literatura cientifica atual sugere que os padroes alimentares
sauddveis, ingestao de nutrientes especificos e alimentacdo balanceada, podem prevenir
e/ou ajudar nos sintomas da ansiedade e depressao (NEHA et al., 2019; WANG et al.,
2022). Evidéncias apontam que a ingestdo de alimentos ricos em flavonoides pode reduzir

os sintomas de ansiedade e depressao (ALI et al., 2021).

2.5 PLANTAS ALIMENTICIAS NAO CONVENCIONAIS (PANC)

O termo PANC surgiu no ano de 2008 através do bidlogo e professor Valdely
Ferreira Kinuppe, e corresponde a todas as plantas as quais possuem partes comestiveis,
que sdo utilizadas nos hdbitos alimentares da sociedade, estas podem ser de origem
exoticas ou nativas, espontanea ou cultivadas (BEZERRA et al., 2020). As PANC s@o as

plantas as quais ainda ndo foram completamente estudadas pela comunidade cientifica,
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apresentando assim dificuldade de aceitacao e consumo por parte da populagao (BRASIL,
2010).

As plantas ndo convencionais ja foram bastante utilizadas, porém, devido ao
éxodo rural e os avangos tecnoldgico, bem como a moderniza¢do da agricultura e o
melhoramento genético, as mesmas foram sendo esquecidas (KELEN et al, 2015). O
Brasil possui cerca de 3 mil espécies de plantas alimenticias ndo convencionais, (ZAPPI
etal.,2012).

As PANC sao consideradas 6timas opgdes para serem incluidas nos cardapios
alimentares didrios, além de diversificar a alimentacao, também propiciam beneficios aos
individuos quando incluidas nos habitos alimentares. Destacam-se devido seu valor
nutricional, apresentando em sua composi¢do vitaminas, fibras, antioxidantes e sais
minerais (JACOB, 2020; LIBERATO, LIMA & SILVA, 2019; RIBEIRO & DURIGAN,
2018; KELEN et al., 2015).

2.6 PALMA (Opuntia ficus-indica)

A palma forrageira, a qual possui seu nome cientifico Opuntia ficus-indica, € uma
planta tropical, pertencente a familia das cactaceas, classificadas como suculentas com
frutos comestiveis, com ampla diferenciacdo anatdomica, assim como, alta capacidade
fisiolégica da conservacdo de dgua. Abundantemente distribuidas nas regides dridas e
semi-aridas do Brasil (HABIBI ez al., 2008; FERNADES, 2019).

E uma planta origindria do México, no Brasil tem uma maior predominincia na
regido Nordeste, devido ao clima semidrido, tendo em vista que € tipica de regides secas
e quentes (VICTOR et al., 2017; ERVIN, 2012).

E considerada uma planta de alto recurso alimentar para animais que vivem em
regides secas, a exemplo de bovinos, ovinos e caprinos. Destaca-se devido ao seu uso
eficiente da dgua, como também a capacidade de suportar secas prolongadas. Possui uma
grande capacidade adaptativa as condi¢des adversas das zonas semidridas (BARBERA et
al., 2001; SANTOS et al., 2013; DUBEUX JUNIOR et al., 2015; GUSHA et al., 2015;
EDVAN et al., 2020).

Em paises como Estados Unidos, Japao e México a palma forrageira € utilizada
na alimentacio humana (MOURA-FE e al., 2012). Na regido Nordeste a palma é
comumente utilizada como fonte alimentar para bovinos, possuindo eficicia também na

medicina popular, e como corante natural (NUNES, 2011).
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Esta cactdcea (Figura 1), possui cladddios verdes achatadas cobertas por espinhos,
cactos ramificados, de aspecto suculento, medindo cerca de 3 a 5 metros de altura, flores
amareladas e frutos de coloracdo amarela e vermelha também cobertos de espinhos com
polpa suculenta e semente comestivel (SANTIAGO et al., 2018). A palma forrageira,
possui um fruto (Figura 2) denominado de figo-da-india, este fruto apresenta na sua
composic¢do cerca de 85% de dgua, 15% de agtcar, 1% de proteinas, valores consideraveis
de vitamina A, complexo B, complexo C, cdlcio, potdssio, magnésio, sédio e

aminodcidos, o que o torna bastante nutritivo (MOURA- FE et al., 2013).

Figura 1: Plantacdo da palma forrageira (Opuntia fius-indica)

TE

(Fonte: EMBRAPA, 2012)

Figura 2: Fruto da palma forrageira (Opuntia fius-indica)

(Fonte: EMBRAPA, 2012)

As partes vegetativas da palma (Opuntia ficus- indica) possui em sua composi¢ao
quantidades considerdveis de fibras, antioxidantes (flavonoides, escorbato), pigmentos,
como, carotenoides, betalainas e indicaxantina, como também, acidos fendlicos e
minerais, a exemplo do zinco e magnésio; estes nutrientes sdo responsdveis pelos

beneficios que possuem esta matriz, contribuindo principalmente nas melhorias das
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doencas cronicas, bem como na reducio de comportamento do tipo ansioso (DIAZ, 2017;
SILVA, et al., 2021).

De acordo com a Organizacao das Nacdes Unidas para Alimentacdo e Agricultura
(FAO, 2017), a palma pode ser considerada um 6timo recurso para o combate a fome em
diversas regides, tendo em vista que esta pode ser utilizada de diversas formas. A FAO
recomenda que os paises produtores da palma disseminem mais conhecimentos sobre este
produto, desde ao custo até sua funcionalidade, afim de um maior reconhecimento
populacional e consequentemente um maior uso.

Além do mais, a FAO incentiva o desenvolvimento das politicas publicas afim de
um melhor resultado na produtividade, gerando dessa maneira inovagdes, visando atingir
um maior conhecimento das riquezas e potencialidades da palma, com o intuito de
aumentar a competitividade da economia (FAO, 2017).

A Opuntia ficus-indica é bastante utilizada para a saude, pois possui um alto teor
de polifendis e propriedades antioxidantes, anti-inflamatdrias e ansioliticas. Os cactos sdo
excelentes opgdes para o desenvolvimento de alimentos nutracéuticos e de propriedades
funcionais, tendo em vista que possui fonte essencial de substincias bioativas e de
antioxidantes dietéticos tornando-a promotora da saide (ALBANO et al, 2015; SILVA
et al,2021).

No que diz respeito o perfil dos dcidos graxos dos cladddios, estudo desenvolvido
por Andreu-Coll et al. (2019) verificou-se a presenca de dcidos graxos livres como o
acido palmitico (C16:0), o 4cido oleico (C18:1), o 4cido linoléico (C18:2) e o 4cido
linolénico (C18:3). Os acidos graxos, desempenham funcdes de suma importancia na
estrutura das membranas, bem como, nos processos metabdlicos, ademais, mantem em
estado normal as funcdes cerebrais e transmissoes de impulsos nervosos (MARTIN et al.,

2006).

3 ABORDAGEM METODOLOGICA
3.1 AMOSTRA

A farinha da palma (Opuntia ficus-inidica) foi fornecida pela Universidade
Federal da Paraiba (UFPB) - Campus de Bananeiras. Os demais ingredientes para
producdo da racdo foram obtidos pela RHOSTER, indistria e comércio LTDA e pelo

comércio local.
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3.2 ELABORACAO DA FARINHA

Ap6s a coleta da palma, os cladédios passaram pelo processo de retirada dos
espinhos, essa retirada foi feita de forma manual com o auxilio de uma faca, logo em
seguida foram cortados em fatias de 1cm, e posteriormente higienizados com solucio
clorada a 200ppm e enxaguados. Apds esse processo, as fatias dos cladédios da palma
foram distribuidas em bandejas de aco inox, e colocada em estufa de circulacdo de ar
forcado (Biopar, modelo S480 AD, Porto Alegre — RS, Brasil) a temperatura de 50+1 °C
por 48 horas. Logo apds a secagem, o material foi triturado em liquidificador (Philco,
modelo LQ PH900 PR, Brasil) e peneirado utilizando uma tela de 0,5 mm, para obten¢ao
de uma farinha fina com granulometria uniforme. Em seguida, a farinha foi pesada,
embalada e armazenada em temperatura ambiente a 23 + 1 °C, até o momento de realizar
as andlises e elaborar a ragdo. O fluxograma da obtencao da farinha estd exposto na figura

3.

Figura 3. Fluxograma de obtencdo da farinha da palma

) Armazenamento
Coleta do cladodio (23£1°
da palma C)
Higienizagao Trituracao
Cortes em fatias Secagem (50=+1°C)
(lem) 48 h

Fonte: Préprio autor 2022.

3.3 ELABORACAO DA RACAO
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Foi elaborada uma racdo com base nas diretrizes da AIN-93M (REEVES;
NIELSEN; FAHEY, 1993) que ¢ a dieta formulada para roedores. Foi adicionada as dietas
experimentais 5, 10 e 15% da farinha de palma. Para elaboracdo da racao utilizou-se os
ingredientes conforme mostra na tabela 1.

Para a producdo da rac@o todos os ingredientes foram pesados e posteriormente
misturados, a mistura foi peneirada e depois acrescentada 40 ml de 6leo de soja,
novamente foi misturada e peneirada. Apds esse processo foi adicionado 4gua morna, até
a massa ficar sorvada, depois a massa foi colocada em bandejas de aluminio e espalhada
com um rolo, logo em seguida cortada em cubos com o auxilio de uma faca de mesa e
levada para estufa por vinte e quatro horas, apds esse periodo a racado foi retirada da estufa
e colocada em temperatura ambiente durante uma hora, apds esse tempo foi desenformada

e embalada em saco pléstico, ficando armazenada sobre refrigeracdo (figura 4).

Tabela 1 — Composi¢ao das dietas experimentais.

Ingredientes
Controle Palma 5%  Palma 10% Palmal5%
(g/kg)
Amido 620,692 570,692 520,692 470,692
Caseina 140,00 140,00 140,00 140,00
Sararose 100,00 100,00 100,00 100,00
Oleo de soja 40,00 40,00 40,00 40,00
Celulose 50,00 50,00 50,00 50,00
Farinha Palma - 50,00 100,00 150,00
Minerais 35,00 35,00 35,00 35,00
Vitaminas 10,00 10,00 10,00 10,00
Metionina 1,800 1,800 1,800 1,800
Bitartarato de 2,500 2,500 2,500 2,500
Colina
Tetrabutil 0,008 0,008 0,008 0,008
Hidroquinona
TOTAL 1000,00 1000,00 1000,00 1000,00

Foi adicionado 4gua morna até a ragcao obter o ponto de homogeneizacao.

Fonte: Préprio autor 2022.

Figura 4. Etapas do processamento da ra¢do elaborada a partir da farinha de palma
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Fonte: Préprio autor 2022. A: pesagem dos ingredientes; B: mistura dos ingredientes; C: peneiramento; D:
obtencdo da massa; E: rac@o pronta para ir para estufa; F: racdo apds 24h na estufa.

3.4 ANALISE FISICO-QUIMICA E PERFIL DE FIBRAS DA FARINHA DE
PALMA

O teor de cinzas foi obtido por incinera¢do em forno mufla (JUNG, modelo 0612,
Blumenau - SP, Brasil) estabilizado a 550 °C. Os lipideos foram determinados pelo
método de Folch, Less e Sloane-Stanley (1957). Carboidratos determinados pela
diferenca (proteinas, lipideos, cinzas e umidade) e pelo cédlculo de 100 g da amostra. Para
a determinacgdo de fibras totais, soliveis e insoliveis foi utilizado o método enzimético-

gravimétrico (HORWITZ et al., 2005; PROSKY et al., 1995).

3.5 DETERMINACAO E QUANTIFICACAO DOS COMPOSTOS BIOATIVOS DA
FARINHA DE PALMA

O teor de polifendis totais, flavonoides totais e atividade antioxidante in vitro
(FRAP e ABTS), foram realizadas em triplicata por meio da extracdo dos constituintes
bioativos, o extrato foi utilizado para todos os ensaios. A extracdo foi realizada de acordo
com a metodologia descrita por Silva et al. (2021), com algumas modificagdes.
Inicialmente, foram pesados 1 g da farinha da palma em um tubo Falcon e adicionaram-
se 10 mL de dlcool etilico a 80%. Em seguida, o tubo com a mistura foi agitado em vértex
(Logen Scientific, modelo LSM56-I1-VM, Fortaleza/Ceard, Brasil) por 60 segundos e,
posteriormente, deixado em repouso na auséncia da luz em temperatura ambiente (23 +1

°C) por 24 horas. Ap6s, a mistura foi filtrada em papel filtro Whatman, de 125 mm, sendo
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o volume completado para 10 mL com o solvente de extracao. O extrato foi recolhido em

frasco ambar e armazenado em freezer a -18 °C até o momento das analises.

3.5.1 Compostos Fenolicos Totais (CFT)

Para obten¢ao do teor de compostos fendlicos totais da farinha de palma foi
utilizada a metodologia descrita por Liu et al. (2002) com algumas modifica¢des. No tubo
de ensaio foi misturado 250 pL de cada amostra com 1250 pL do reagente Folin-
Ciocalteau a 10%, as solucdes foram agitadas em vOrtex e armazenadas em temperatura
ambiente (23°C) na auséncia da luz por 6 minutos. Logo em seguida, foram adicionados
1000 pL da solugdo de carbonato de sodio a 7,5%. A mistura foi levada ao Banho Maria
Termostatico SL 150, marca SOLAB, Piracicaba — Sdo Paulo, Brasil, a uma temperatura
de 50°C, durante 5 minutos. Apds, a absorbancia foi medida a 765 nm utilizando
espectrofotometro (BEL Photonics, Piracicaba, Sdo Paulo, Brasil). Para zerar o
espectrofotometro foi elaborado uma amostra “branco” com a auséncia dos extratos. Os
compostos fendlicos totais foram determinados através de uma curva padrdo preparada
com 4dcido gdlico. Os resultados foram expressos em mg equivalentes de dcido gilico

(EAG) por 100 gramas de amostra (mg EAG/100 g).

3.5.2 Flavonoides Totais

O teor de flavonoides totais foi determinado com base na metodologia de Zhishen;
Mengcheng; Jianming (1999). Uma aliquota de 0,5 mL da farinha de palma foi adicionada
a 2 mL de 4gua destilada em um tubo de ensaio. Em seguida, foi adicionado 150 pL de
nitrito de so6dio a 5%. Apo6s 5 minutos, 150 plL de cloreto de aluminio a 10% foram
adicionados e, apds 6 minutos, 1 mL de hidroxido de sédio a 1 M, seguido pela adigao de
1,2 mL de 4gua destilada. A absorbancia da amostra foi medida a 510 nm usando um
espectrofotometro (BEL Photonics, Piracicaba, Sao Paulo, Brasil) contra um branco na
auséncia dos extratos. Para obtencao do teor de flavonoides totais foi utilizado uma curva
padrdo de equivalentes de catequina. Os resultados foram expressos em mg equivalentes

de catequina por 100 gramas de amostra (mg EC/100 g).

3.5.3 Atividade Antioxidante — Método de Reducao de Ferro (FRAP)
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A atividade antioxidante foi realizada com base na metodologia descrita por
Benzie e Strain (1996), adaptada por Rockenbach et al. (2011). Para a andlise, foi
utilizado 200 pL do extrato da farinha de palma e adicionado a 1800 pL do reagente
FRAP em um tubo de ensaio e levados ao banho maria a 37 °C por 30 minutos. Para cada
amostra adicionado uma amostra branca, ou seja, sem o extrato. Apds, as absorbancias
foram medidas em espectrofotdmetro (BEL Photonics, Piracicaba, Sao Paulo, Brasil) a
593 nm. Para obtencdo do resultado da atividade antioxidante (FRAP) foi utilizada a
curva de calibragdo com Trolox e os resultados foram expressos em pumol de trolox/g de

amostra.

3.5.2 Atividade Antioxidante — Método Inibicao do Radical 2,2°-azinobis (ABTS)

Para realizacdo do método ABTS utilizou-se a metodologia descrita por Sariburun
et al. (2010), com algumas modifica¢des. Inicialmente, formou o radical ABTS. Uma vez
formado o radical, o mesmo foi diluido em dgua destilada até obter o valor de absorbéancia
de 0,800 (+0,020) a 734 nm. Apds isso foi transferido para um tubo de ensaio uma
aliquota de 100 puL dos extratos e adicionado 500 pL do radical ABTS em ambiente
escuro. Os tubos de ensaio foram mantidos na auséncia de luz por 6 minutos. Em seguida,
foi realizado a leitura a 734 nm em espectrofotdmetro (BEL Photonics, Piracicaba, Sao
Paulo, Brasil). Posteriormente foi elaborada uma solugdo “controle” que consiste em uma
aliquota de 100 pL do solvente extrator adicionada de 500 puL do radical ABTS. A solu¢ao
“branca” foi o solvente extrator de cada extrato, utilizada para zerar o espectrofotdmetro.
Como base foram utilizados o Trolox e os resultados expressos em puM trolox/g de

amostra.

3.6 ENSAIO BIOLOGICO

3.6.1 Animais e dietas experimentais

Foram utilizados 40 ratos machos, idosos, com idade de 18 meses, da linhagem
Wistar, os quais ficaram dispostos em gaiolas polietileno, sendo 3 animais pOr gaiola,
dispondo de monitoramento de temperatura (22 + 1 °C), umidade 65 + 5%, sistema de

exaustio de ar, ciclo claro/escuro de 12 horas, sendo a fase clara de 08h30 as 20h30.
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Os animais foram randomizados em quatro grupos, (n=10), Grupo Controle (GC
—Racdo AIN-93M), Grupo Palma 5% (P5%), Grupo Palma 10% (P10%) e Grupo Palma
15% (P15%). Os grupos tratados com palma receberam 5, 10 e 15% da farinha de palma
adicionada na racdo (Figura 5). Esta racdo foi calculada de acordo com as diretrizes da

AIN-93M, os animais foram tratados durante 4 semanas.

Figura 5§ — Delineamento Experimental

2 . GC P5% P10% | | P15%
v /
7 ‘/ / f FARINHA DE |P \LMA .% i e Coleta do cérebro para a
Y ’ -// 7/_‘ g avaliar a peroxidacao lipidica.
» G w {
: Animais idosos
30g/dia e R
Analises fisico- —
;e a a
quimica e Semanas 1 2 3 4
quantificagdo dos TESTES
compostos bioativos COMPORTAMENTAIS LCE
A
CCE
—_—
1: Farinha da palma; CG: Ragdo AIN-93M; CG: 10 machos; K i ARG
2:Racio AIN-93M  P5%: 5% da farinha de palma adicionada a ra¢io da AIN-93N, P5%: 10 machos; LCE: Labirinto em Cruz Elevado;

P10%: 10% da farinha de palma adicionada a racio da AIN-93M;  P10%: 10 machos; CCE: Caixa Claro-Escuro.
P15%: 15% da farinha de palma adicionada a ra¢io da AIN-93M;  P150%: 10 machos.

Fonte: Proprio autor (2023).

O cdlculo das dietas experimentais foi baseado no estudo de Silva et al., (2003)
que trataram ratos machos com a ragao da AIN-93M com adicdo de 5, 10 e 15% do farelo
de trigo e de aveia, fonte de fibras e compostos bioativos. O consumo de 30g/dia foi
baseado de acordo com a metodologia de Andriguetto, (2002), descrita no livro Nutri¢do
Animal: As bases e os fundamentos da nutricdo animal, que estima o consumo habitual
médio de 30g de racdo por dia, para ratos de laboratério. Com relacdo a duracdo do
tratamento, foi definida com base no estudo de Shan et al., (2009) que observaram o efeito
da batata-doce roxa, fonte de antioxidante durante 4 semanas em ratos machos. Foram
encontradas modificacdes no tecido cerebral dos ratos na fase idosa.

A pesquisa foi conduzida conforme as Diretrizes para o Cuidado e Uso de Animais

Experimentais.

Testes comportamentais
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Ap6s o periodo de tratamento com a ragdo da farinha de palma, os animais passaram
por testes de avaliagdo do comportamento de ansiedade. Os testes para afericdo da ansiedade
foram realizados nos aparatos do Campo Aberto, Labirinto em Cruz-Elevado e Caixa Claro-

€sCcuro.

3.6.2.1 Teste do Campo Aberto (CA)

O Campo Aberto consiste em uma caixa quadrada preta uniformemente
iluminado, medindo 60 x 60 x 60 cm, sendo subdividida em 9 quadrantes medindo 20x20
cm (NAVA-MESA; LAMPREA; MIjNERA, 2013). O aparato do campo aberto €
utilizado com o objetivo de avaliar o comportamento de atividade de ansiedade e
atividade exploratdria, com o objetivo de verificar os efeitos de ambientes ndo familiares
sobre a emocionalidade em ratos (PRUT; BELZUNG, 2003).

Ap6s a finalizagdo do tratamento com a ragdo a base da farinha de palma, os
animais (individualmente) foram inseridos no centro do aparato e observados durante 10
minutos. Foram analisados os seguintes pardmetros: ambulacdo (nimero de cruzamentos
dos segmentos pelo animal com as quatro patas), nimero de comportamentos de levantar

(rearing), tempo de comportamentos de autolimpeza (grooming).

Figura 6 — Aparato do campo aberto

Fonte: LANEX-UFCG/CES

3.6.2.2 Teste do Labirinto em Cruz Elevado (LCE)
O LCE ¢€ constituido por dois bragos fechado medindo 50 cm x 10 cm cada e dois
bragos abertos medindo 50 cm x 10 cm cada, perpendiculares aos primeiros; uma area

central de 10 cm x 10 cm, sendo este elevado 50 cm do solo (Figura 7). O teste do LCE
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¢ utilizado para avaliar os parametros de ansiedade em roedores (FLINT, 2003;
BRADLEY et al., 2007).

Todos os grupos experimentais foram submetidos a esse teste, o animal foi
colocado no centro do aparelho, sempre pelo mesmo pesquisador, com o focinho voltado
para o braco fechado direito. Foram analisados os seguintes parimetros: tempo de
permanecia dos animais nos bracos abertos, fechados e no centro do aparato, bem como,
nimero de mergulhos de cabecas pelos bracos abertos, realizados pelos animais. O teste
teve duracdo de 5 minutos.

Figura 7 — Aparato labirinto em cruz elevado

Fonte: LANEX-UFCG/CES

3.6.2.3 Teste da Caixa Claro-escuro (CE)

A caixa claro-escuro consiste em uma caixa de acrilico (45 X 27 X 27cm), dividida
em dois compartimentos, sendo um escuro (18 X 27cm) e outro claro (27 X 27cm). Esse
aparato € utilizado para medir a ansiedade incondicionada e comportamento exploratério em
roedores (BOURIN; HASCOET, 2003).

Os animais foram colocados no centro do compartimento claro, com o focinho
voltado para o compartimento escuro. Durante esse teste foram analisados: tempo de
permanéncia do animal em cada um dos compartimentos € o nimero de cruzamentos que 0
animal faz pela porta. O teste da caixa claro-escuro teve duracdo de 5 minutos.

Ao finalizar as sessdes, entre um animal e outros, os aparelhos foram higienizados

com uma solucdo de alcool a 10%. Todas as sessdes foram filmadas com uma camera de
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video a qual foi instalada no teto do laboratério. Posteriormente os videos foram
analisados.

Figura 8 — Aparato caixa claro-escuro

Fonte: LANEX-UFCG/CES

3.7 EUTANASIA

Ao término do experimento, os animais foram submetidos a 8 horas de jejum e,
em seguida, anestesiados com Cloridrato de Ketamina (50mg/kg de peso do animal) e
Xilasina (20mg/kg de peso do animal). O tecido cerebral foi removido por inteiro e apds
a coleta houve a separacao dos hemisférios através de um corte longitudinal no sentido
antero-posterior. Para andlise do contetido de malonaldeido (MDA), o hemisfério direito
foi fatiado em trés tiras, com utilizacdo de uma lamina de bisturi. Todo o procedimento
foi realizado sob uma superficie de gelo e em seguida mantidos em freezer a -80° C até o

momento da analise

3.8 DETERMINACAO DO ESTRESSE OXIDATIVO - MALONDIALDEIDO
(MDA)

Para realizacdo da andlise de MDA, utilizou-se a metodologia de Esterbauer;
Cheeseman, (1990). A amostra do tecido cerebral foi descongelada e, posteriormente
pesada. Apds isso, foi calculada a quantidade de tampao (Tris HCL) para amostra,

utilizando sempre a proporcao de 1:5 (p/v). Em seguida, o tecido foi picado com uma
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tesoura por aproximadamente 15 segundos em meio resfriado, o material fragmentado foi
triturado e homogeneizado em temperatura fria, sob acdo de um triturador (Ultra Stirrer
modelo: Ultra 80), e a ele adicionado o tampao Tris HCI. O conteido homogeneizado foi
centrifugado em uma Centrifuga de Bancada refrigerada — SL 701, marca SOLAB,
Piracicaba-Sao Paulo, Brasil, a 2500 xg por 10 minutos a 4 °C e 300 uL, o sobrenadante
foi transferido para um microtubo de 2ml, e adicionados 750 pL do reativo cromogénico
e 225 pL de 4cido cloridrico (HC1 — 37%). O material foi colocado em Banho Maria
Termostético SL 150, marca SOLAB, Piracicaba — Sao Paulo, Brasil com agitagdo a 45°
C, durante 40 minutos, e posteriormente levado a uma centrifugacao a 2500 xg durante 5
minutos a 4 °C. Em seguida, foi transferido 300 pL do sobrenadante para microplaca de
96 pocos, em duplicata, e levado para leitor de microplacas (Polaris) a um comprimento
de onda de 586 nm. O contetdo de MDA foi calculado através de interpolacdo em curva
padrao com o 1,1,3,3 — tetraetoxipropano, o qual foi hidrolisado durante o passo de
incubacdo com HClI a 45 °C, gerando o MDA. Os resultados foram expressos em mol/g

tecido.

3.9 ASPECTOS ETICOS

O protocolo experimental seguiu as recomendacdes éticas do National Institute of
Health Bethesda (Bethesda, USA), sendo conduzido conforme as Diretrizes para o
Cuidado e Uso de Animais Experimentais. Os animais foram anestesiados com Cloridrato
de Ketamina (50mg/kg de peso do animal) e Xilasina (20mg/kg de peso do animal), todo
protocolo experimental levou em consideracdo o bem-estar dos animais, buscando

sempre minimizar o estresse € o sofrimento nos modelos experimentais.

3.10 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados mediante a utilizacdo do programa software Sigma
Star (versdo 3.0) para realizacdo do teste One Way ANOVA, seguindo do teste de Holm-
Sidak para comparagdo entre os grupos experimentais. Os resultados foram expressos
com média + SEM. As diferencas estdticas significativas foram consideradas quando p

<0.05.
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4 RESULTADOS

Os resultados estdo apresentados como artigo cientifico e serd submetido de

acordo com as normas da revista.
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A FARINHA DA PALMA (Opuntia ficus-indica) REDUZ A PEROXIDACAO
LIPIDICA CEREBRAL E COMPORTAMENTO DO TIPO ANSIOSO EM
RATOS WISTAR IDOSOS

RESUMO

Objetivou-se com a presente pesquisa avaliar o efeito da farinha de palma sobre o
comportamento do tipo ansioso e peroxidacdo lipidica cerebral em ratos idosos. Os
animais foram divididos em quatro grupos (n=10). controle (GC) — recebeu a racio AIN-
93M, P5%, P10% e P15%, tratados com a ragdo da AIN-93M com adi¢ao de 5, 10 e 15%
da farinha de palma respectivamente. No labirinto em cruz elevado (EPM) os grupos
P5%, P10% e P15% permaneceram mais tempo nos bracos abertos, P15% permaneceu
mais tempo nessa regido e menos tempo nos bracos fechados. Nao foram observadas
diferencas significativas entre os grupos quanto o tempo de permanéncia dos animais no
centro do aparato. P5%, P10% e P15% realizaram um maior nimero de mergulho de
cabeca. Com relacdo ao campo aberto os animais P5%, P10% e P15% realizaram um
maior nimero de rearing € permaneceram por mais tempo no centro do aparato, sendo
P15% o grupo que permaneceu por mais tempo, quando comparado aos demais grupos.
Nao houve diferenca na locomog¢do e grooming. Quanto a caixa claro-escuro, P15%
permaneceu por mais tempo na parte clara, menos tempo na parte escura e realizou um
menor nimero de transicdes. P5%, P10% e P15% apresentaram as concentracdes mais
baixas de peroxidacao lipidica cerebral. Nossos dados demostraram que o consumo da
farinha de palma por ratos promoveu efeitos ansioliticos € minimizou a peroxidacio
lipidica cerebral no envelhecimento. Diante do exposto, pode-se deduzir que a palma
forrageira pode contribuir para prevencdo e/ou tratamento da ansiedade na fase de
envelhecimento.

Palavras-chave: ansiedade; compostos bioativos; estresse oxidativo; envelhecimento.

INTRODUCAO

O aumento do tempo de vida € um fator que alcanca o mundo inteiro, nos dltimos
anos ocorreu um aumento populacional de idosos em ritmo elevado (CHOI ez al., 2017).
Esse envelhecimento estd associado com a incidéncia de condicdes patolégicas
associadas ao sistema nervoso central (SNC), como por exemplo, diminui¢do do volume
cerebral, velocidade do fluxo sanguineo e aumento da neurodegeneracdo. A fase idosa
estd associada com o declinio progressivo das fungdes, o que pode resultar em niveis
aumentados de ansiedade e depressao (VINK et al., 2009; SUBRAMANYAM et al.,
2018; OROSZI et al., 2022).

A ansiedade € considerada um fator natural, ligada a protecdo e adaptacdo,

tonando-se patoldgica quando atinge uma esfera generalizada, de acordo com o Manual
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Diagnéstico e Estatistico de Transtornos Mentais (DSM-5). O tratamento em idosos é
feito na maioria das vezes por meio de medicamentos psicotrépicos (BELLORA et al.,
2021). Evidéncias apontam que o consumo de alimentos ricos em compostos bioativos
podem atuar na prevengao e/ou tratamento da ansiedade (WANG et al., 2022).

As plantas alimenticias ndo convencionais (PANC), sao boa fonte de compostos
antioxidantes e nutrientes essenciais, sendo consideradas excelente fonte alimentar, tanto
pelo conteiido nutricional que apresentam, quanto pelo seu potencial funcional
(LIBERATO et al., 2019).

Dentre as PANC, destaca-se a palma (Opuntia ficus-indica), cacticea com alto
teor de polifendis, propriedades antioxidantes e anti-inflamatérias. Os cactos sdo
excelentes opgdes para o desenvolvimento de alimentos nutracéuticos e de propriedades
funcionais, tendo em vista que sdo fonte de substancias bioativas e de antioxidantes
dietéticos promotores de saide (ALBANO et al., 2015; SILVA et al., 2021).

Os compostos bioativos com potencial antioxidante, presentes na palma, atuam na
preservacdo de estruturas do SNC contra os efeitos deletérios dos radicais livres (RL)
(CHISTE et al., 2014), além de contribuir para a neogénese adequada e prevengio de
disturbios neuropsiquiatricos, a exemplo da ansiedade (SALEM et al., 2001). Estudos in
vivo desenvolvidos com ratos em fase idosa demonstram impacto positivo do consumo
de alimentos antioxidantes na reducdo de pardmetros oxidativos no tecido cerebral,
comportamento do tipo ansioso e depressivos (QUEIROZ et al., 2012).

Baseado no exposto, hipotetizamos que o consumo da palma pode atenuar os
processos neurodegenerativos associados a doengas neuropsiquidtricas, como ansiedade
e depressdo. Sendo assim, objetivamos com este trabalho avaliar o efeito da palma
(Opuntia ficus-indica) sobre parametros oxidativos no tecido cerebral e comportamento

tipo ansioso em ratos Wistar idosos.

ABORDAGEM METODOLOGICA

OBTENCAO DA PALMA E PREPARO DA RACAO

A palma (Opuntia ficus-indica,) utilizada neste estudo foi fornecida pela

Universidade Federal de Campina Grande (UFPB) - Campus de Bananeiras -PB. Os
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demais ingredientes para producdo da racdo foram obtidos pela RHOSTER, industria e
comércio LTDA e pelo comércio local.

Apoés a coleta da palma, os cladddios passaram pelo processo de retirada dos
espinhos e logo em seguida foram cortados em fatias de lcm, e posteriormente
higienizados com solu¢do clorada a 200ppm. Apds esse processo, as fatias dos claddios
da palma foram distribuidas em bandejas de aco inox e, em seguida, postas em estufa de
circulacao de ar forcado (Biopar, modelo S480 AD, Porto Alegre — RS, Brasil) a uma
temperatura de 50+1 °C por 48 horas. Apds a secagem, o material foi triturado em
liquidificador (Philco, modelo LQ PH900 PR, Brasil) e peneirado utilizando uma tela de
0,5 mm, para obtenc¢do de uma farinha fina com granulometria uniforme. Em seguida, a
farinha foi pesada, embalada e armazenada em temperatura ambiente a 23 + 1 °C, até o
momento de realizar as anélises e elaborar a ragdo.

A racdo foi elaborada com base nas diretrizes da AIN-93M (REEVES; NIELSEN;
FAHEY, 1993) dietas experimentais 5, 10 e 15% da farinha de palma. Os ingredientes
utilizados para a elaboragdo da racdo estdo descritos na tabela 1.

Para a producdo da ragdo todos os ingredientes foram pesados e posteriormente
misturados, a mistura foi peneirada e depois acrescentada 40 ml de 6leo de soja,
novamente foi misturada e peneirada. Apds esse procedimento foi adicionado 4gua
morna, até a massa ficar sorvada, depois a massa foi colocada em bandejas de aluminio e
espalhada com um rolo, logo em seguida cortada em cubos com o auxilio de uma faca de
ponta e levada para estufa por vinte e quatro horas, apds esse periodo a racao foi retirada
da estufa e colocada em temperatura ambiente durante uma hora, apds o resfriamento foi

desenformada e embalada em saco plastico, ficando armazenada sobre refrigeracao.

Tabela 1 — Composicdo das dietas experimentais.

Ingredientes Controle Palma 5%  Palma 10% Palmal5%

(g/kg)

Amido 620,692 570,692 520,692 470,692
Caseina 140,00 140,00 140,00 140,00
Sararose 100,00 100,00 100,00 100,00

Oleo de soja 40,00 40,00 40,00 40,00
Celulose 50,00 50,00 50,00 50,00
Farinha Palma - 50,00 100,00 150,00
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Minerais 35,00 35,00 35,00 35,00

Vitaminas 10,00 10,00 10,00 10,00

Metionina 1,800 1,800 1,800 1,800
Bitartarato de 2,500 2,500 2,500 2,500

Colina

Tetrabutil 0,008 0,008 0,008 0,008
Hidroquinona

TOTAL 1000,00 1000,00 1000,00 1000,00

Foi adicionado 4gua morna até a rag@o obter o ponto de homogeneizacao.

Fonte: Préprio autor 2022.

ANALISE FiSICO-QUIMICA E PERCENTUAL DE FIBRAS DA FARINHA DE
PALMA

A farinha de palma foi submetida as andlises fisico-quimicas por triplicata. O teor
de cinzas foi obtido por incinera¢do em forno mufla (JUNG, modelo 0612, Blumenau -
SP, Brasil) estabilizado a 550 °C. Os lipideos foram determinados pelo método de Folch,
Less e Sloane-Stanley (1957). Os Carboidratos foram determinados considerando a soma
de proteinas, lipideos, cinzas e umidade menos 100, considerando 100g da amostra. Para
a afericdo de fibras totais, soluveis e insoluveis foi utilizado o método enzimético-

gravimétrico (HORWITZ et al., 2005; PROSKY et al., 1995).

CARACTERIZACAO DOS COMPOSTOS BIOATIVOS DA FARINHA DE
PALMA

A determinacdo do teor de polifendis totais, flavonoides totais e atividade
antioxidante in vitro (FRAP e ABTS), foram realizadas em triplicata por meio da extracdao
dos constituintes bioativos. O extrato foi utilizado para todos os ensaios. A extracdo foi
realizada de acordo com a metodologia descrita por Silva et al. (2021), com modificagdes.
Inicialmente, foram pesados 1 g da farinha da palma em um tubo Falcon e adicionaram-
se 10 mL de dlcool etilico a 80%. Em seguida, o tubo com a mistura foi agitado em vértex
(Logen Scientific, modelo LSM56-1I-VM, Fortaleza/Ceard, Brasil) por 60 segundos e,
posteriormente, deixado em repouso na auséncia da luz em temperatura ambiente (23 +1

°C) por 24 horas. Na sequéncia, a mistura foi filtrada em papel filtro Whatman, de 125
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mm, sendo o volume completado para 10 mL com o solvente de extra¢do. O extrato foi

recolhido em frasco ambar e armazenado em freezer a -18 °C até o momento das analises.

Determinacao dos compostos fendlicos totais

Para determinagdo do teor de compostos fendlicos totais da farinha de palma, foi
utilizada a metodologia descrita por Liu et al. (2002) com algamas-modificacdes. No tubo
de ensaio foi misturado 250 pL de cada amostra com 1250 pL do reagente Folin-
Ciocalteau a 10%, as solucdes foram agitadas em vértex e armazenadas em temperatura
ambiente (23°C) na auséncia da luz por 6 minutos. Logo em seguida, foram adicionados
1000 pL da solugdo de carbonato de sodio a 7,5%. A mistura foi levada ao Banho Maria
Termostatico (SL 150, SOLAB, Piracicaba — Sdo Paulo, Brasil), a uma temperatura de
50°C, durante 5 minutos. Apds, a absorbancia foi medida a 765 nm utilizando
espectrofotometro (BEL Photonics, Piracicaba, Sdo Paulo, Brasil). Os compostos
fendlicos totais foram determinados através de uma curva padrdo. Os resultados foram
expressos em mg equivalentes de 4cido gélico (EAG) por 100 gramas de amostra (mg

EAG/100 g).

Determinacao dos flavonoides totais

O teor de flavonoides totais foi determinado com base na metodologia de Zhishen;
Mengcheng; Jianming (1999). Para obtencdo do teor de flavonoides totais foi utilizado
uma curva padrao de equivalentes de catequina. Os resultados foram expressos em mg

equivalentes de catequina por 100 gramas de amostra (mg EC/100 g).

Atividade antioxidante — método FRAP

A atividade antioxidante foi realizada conforme a metodologia descrita por Benzie
e Strain (1996), adaptada por Rockenbach et al. (2011). A absorbancias foram medidas
em espectrofotometro (BEL Photonics, Piracicaba, Sao Paulo, Brasil) a 593 nm. Para
obtencdo do resultado da atividade antioxidante (FRAP) foi utilizada a curva de

calibragdo com Trolox e os resultados foram expressos em pmol de trolox/g de amostra.

Atividade antioxidante — método ABTSe+
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Para realizacdo do método ABTS utilizou-se a metodologia descrita por Sariburun
et al. (2010), com algumas modifica¢cdes. Inicialmente, formou o radical ABTS, o qual
foi diluido em dgua destilada até obter o valor de absorbancia de 0,800 (+0,020) a 734
nm. Logo em seguida, foram preparadas quatro diferentes dilui¢des, em triplicata. Em
ambiente escuro, uma aliquota de 100 pL dos extratos foi transferida para um tubo, e 500
pL do radical ABTS foram adicionados. Posteriormente, os tubos de ensaio foram
mantidos na auséncia de luz por 6 min e a leitura foi feita a 734 nm em espectrofotdmetro
(BEL Fotonica). Como referéncia, Trolox foi usado e os resultados expressos em uM

trolox /g de amostra.

PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

Animais e dietas experimentais

Foram utilizados 40 ratos machos, idosos, com idade de 18 meses, da linhagem
Wistar, os quais ficaram alojados em gaiolas individuais de polipropileno em condigdes
padrdo do (temperatura 22 + 1 °C, umidade 65 + 5%, ciclo claro/escuro de 12/12 — luz

artificial das 6:00 as 18:00h).

Os animais foram randomizados em quatro grupos (n=10): Controle (GC) —
receberam racdo AIN-93M; Palma 5% (P5%) — receberam racao AIN-93M adicionada de
5% da farinha de palma; Palma 10% (P10%) — receberam racdo AIN-93M adicionada de
10% da farinha de palma; e Palma 15% (P15%) — receberam racao AIN-93M adicionada
de 15% da farinha de palma. Os animais receberam ragdo por quatro semanas, sendo
ofertado 30g/dia e dgua ad libitum.

O cdlculo das dietas experimentais foi baseado no estudo de Silva et al., (2003)
que trataram ratos machos, da linhagem Wistar adultos com a racdo da AIN-93M com
adi¢do de 5, 10 e 15% do farelo de trigo e de aveia, fonte de fibras e compostos bioativos.
O consumo de 30g/dia foi baseado de acordo com a metodologia de Andriguetto, (2002),
descrita no livro Nutricio Animal: As bases e os fundamentos da nutricdo animal, que
estima o consumo habitual médio de 30g de rag@o por dia, para ratos de laboratério.Com

relacdo a duracdo do tratamento, esta foi definida com base no estudo de Shan et al.,
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(2009) que observaram o efeito da batata-doce roxa (fonte de antioxidante) em ratos

machos idosos alimentados por 4 semanas.

Todos os métodos experimentais foram realizados em atendimento as normas
estabelecidas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal
(CONSEA, Brasil) por meio da lei n. 11.794/208 (Lei Arouca) e com as diretrizes de
Pesquisa Animal: Relatos de Experimentos In Vivo (ARRIVE) 2.0 para experimentos in

Vvivo com animais.

TESTES COMPORTAMENTAIS

Apbs o periodo de tratamento com a racdo AIN-93 adicionada de diferentes
concentracdes da farinha de palma, os animais foram submetidos a testes de avaliacdo do
comportamento do tipo ansioso. Para a avaliacdo do comportamento tipo ansioso foram

realizados os testes de CA, LCE, CCE.

Teste do Campo Aberto (CA)

O Campo Aberto consiste em uma caixa quadrada preta uniformemente
iluminado, medindo 60 x 60 x 60 cm, sendo subdividida em 9 quadrantes medindo 20x20
cm (NAVA-MESA; LAMPREA; MUNERA, 2013). O aparato do campo aberto é
utilizado com o objetivo de avaliar o comportamento de atividade de ansiedade e
atividade exploratdria, com o objetivo de verificar os efeitos de ambientes ndo familiares
sobre a emocionalidade em ratos (PRUT; BELZUNG, 2003).

ApOs a finalizacdo do tratamento com a ragdo a base da farinha de palma, os
animais (individualmente) foram inseridos no centro do aparato e observados durante 10
minutos. Foram analisados os seguintes parametros: ambulagdo (niimero de cruzamentos
dos segmentos pelo animal com as quatro patas), nimero de comportamentos de levantar

(rearing), tempo de comportamentos de autolimpeza (grooming).

Teste do Labirinto em Cruz Elevado (LCE)

O LCE é constituido por dois bracos fechado medindo 50 cm x 10 cm cada e dois

bragos abertos medindo 50 cm x 10 cm cada, perpendiculares aos primeiros; uma area
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central de 10 cm x 10 cm, sendo este elevado 50 cm do solo (Figura 7). O teste do LCE
¢ utilizado para avaliar os parametros de ansiedade em roedores (FLINT, 2003;
BRADLEY et al., 2007).

Todos os grupos experimentais foram submetidos a esse teste, o animal foi
colocado no centro do aparelho, sempre pelo mesmo pesquisador, com o focinho voltado
para o braco fechado direito. Foram analisados os seguintes parametros: tempo de
permanecia dos animais nos bracos abertos, fechados e no centro do aparato, bem como,
nimero de mergulhos de cabecas pelos bracos abertos, realizados pelos animais. O teste

teve duracao de 5 minutos.

Teste da Caixa Claro-Escuro (CE)

A caixa claro-escuro consiste em uma caixa de acrilico (45 X 27 X 27cm), dividida
em dois compartimentos, sendo um escuro (18 X 27cm) e outro claro (27 X 27cm). Esse
aparato € utilizado para medir a ansiedade incondicionada e comportamento exploratorio em
roedores (BOURIN; HASCOET, 2003).

Os animais foram colocados no centro do compartimento claro, com o focinho
voltado para o compartimento escuro. Durante esse teste foram analisados: tempo de
permanéncia do animal em cada um dos compartimentos € o nimero de cruzamentos que 0
animal faz pela porta. O teste da caixa claro-escuro teve duragcdo de 5 minutos.

Ao finalizar as sessdes, entre um animal e outros, os aparelhos foram higienizados
com uma solucdo de alcool a 10%. Todas as sessOes foram filmadas com uma camera de
video a qual foi instalada no teto do laboratdrio. Posteriormente os videos foram

analisados.

Eutanasia

Ao término do experimento, os animais foram submetidos a 8 horas de jejum e, em
seguida, anestesiados com Cloridrato de Ketamina (50mg/kg de peso do animal) e Xilasina
(20mg/kg de peso do animal). O tecido cerebral foi removido por inteiro e apds a coleta
houve a separacdo dos hemisférios através de um corte longitudinal no sentido antero-
posterior. Para andlise do conteiido de malonaldeido (MDA), o hemisfério direito foi fatiado
em trés tiras, com utilizacdo de uma lamina de bisturi. Todo o procedimento foi realizado
sob uma superficie de gelo e em seguida mantidos em freezer a -80° C até o momento da

analise.
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Determinaciao do estresse oxidativo — Malondialdeido (MDA)

Para realizacdo da andlise de MDA, utilizou-se a metodologia de Esterbauer;
Cheeseman, (1990). A amostra do tecido cerebral foi descongelada e, posteriormente
pesada. Apds isso, foi calculada a quantidade de tampao (Tris HCL) para amostra,
utilizando sempre a proporcao de 1:5 (p/v). Em seguida, o tecido foi picado com uma
tesoura por aproximadamente 15 segundos em meio resfriado, o material fragmentado foi
triturado e homogeneizado em temperatura fria, sob acdo de um triturador (Ultra Stirrer
modelo: Ultra 80), e a ele adicionado o tampao Tris HCI. O conteido homogeneizado foi
centrifugado em uma Centrifuga de Bancada refrigerada — SL 701, marca SOLAB,
Piracicaba-Sao Paulo, Brasil, a 2500 xg por 10 minutos a 4 °C ¢ 300 pL, o sobrenadante
foi transferido para um microtubo de 2ml, e adicionados 750 pL do reativo cromogénico
e 225 pL de écido cloridrico (HCI — 37%). O material foi colocado em Banho Maria
Termostatico SL 150, marca SOLAB, Piracicaba — Sao Paulo, Brasil com agitacdo a 45°
C, durante 40 minutos, e posteriormente levado a uma centrifugacdo a 2500 xg durante 5
minutos a 4 °C. Em seguida, foi transferido 300 uL do sobrenadante para microplaca de
96 pogos, em duplicata, e levado para leitor de microplacas (Polaris) a um comprimento
de onda de 586 nm. O conteido de MDA foi calculado através de interpolagdo em curva
padrao com o 1,1,3,3 — tetraetoxipropano, o qual foi hidrolisado durante o passo de
incubacdo com HCl a 45 °C, gerando o MDA. Os resultados foram expressos em mol/g

tecido.

ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados mediante a utilizacdo do programa software Sigma Star
(versdo 3.0) para realizagdo do teste One Way ANOVA, seguindo do teste de Holm-Sidak
para comparagdo entre os grupos experimentais. Os resultados foram expressos com média

+ SEM. As diferengas estéticas significativas foram consideradas quando p <0.05.

RESULTADOS

ANALISE FiSICO-QUIMICA E PERCENTUAL DE FIBRAS DA FARINHA DE
PALMA
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De acordo com os resultados obtidos a farinha de palma apresentou alto teor de
carboidrato (g/100g) 66,44 + 0,0, sendo grande parte deste contetido composto por fibras
insoludveis (g/100g) 30,03 + 0,02 e fibras soldveis (g/100g) 11,90 £ 0,00. Quantos aos
teores de cinzas (g/100g), lipidios (g/100g) e proteinas (%) foram verificados valores de
16,18 £ 0,09; 1,44 = 0,05; e 7,27 + 0,09, respectivamente. Também foram verificados
teores significativos de fendlicos e flavonoides totais e alta atividade antioxidante, como

demonstrado na tabela 2.

Tabela 2. Composicao fisico-quimica, teor de fendlicos e flavonoides totais e atividade
antioxidante da farinha de palma (Opuntia ficus-indica).

Parametros Farinha de Palma
Fendlicos totais (mg AGE/100g) 568,21 + 0,02
Flavonoides totais (mg CE/100g) 134,76 + 0,03
FRAP (umol TEAC/100g) 51,73 £ 0,09
ABTS (umol TEAC/100g) 99,45 + 0,00

Os valores sdo expressos em média e desvio padrdao

TESTES COMPORTAMENTAIS

Campo aberto

Houve maior nimero do comportamento de levantar nos animais pertencentes aos
grupos P5%, P10% e P15% em relacao aos animais do grupo controle (Figura 1A) (p <
0,05). Os grupos nao difeririam estatisticamente entre si com relacdo ao comportamento
de autolimpeza e a locomocao (Figura 1B e 1D). Observou-se diferenca significativa no
tempo de permanéncia dos animais dos grupos experimentais no centro do aparato quando
comparados ao grupo controle. (p < 0,05). Ao avaliarmos apenas 0s grupos experimentais,
observou-se maior tempo de permanéncia do grupo P15% quando comparado ao P10% e

P5% (Figura 1C).

Figura 1: Teste de campo aberto realizado em ratos idosos tratados com 5, 10 e 15% da

farinha de palma.
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Controle (CG = 10); Farinha de palma 5% (P5% = 10); Farinha de palma 10% (P10% =10); Farinha de
palma 15% (P15% = 10). A = Levantar; B = Autolimpeza; C = Tempo no centro; D = Locomogao. Valores
expressos em média e erro padrido (One-way ANOVA, Holm-Sidak); Letras diferentes entre as barras

significam diferencas significativas entre os grupos (p < 0,05).

LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO

Ao avaliarmos o tempo de permanéncia dos animais nos bragos abertos do
aparato, pode-se observar diferenca significativa entre os animais dos grupos P5% e
P10% e P15% em relagdo ao grupo controle. Ao observamos apenas os grupos
experimentais, foi possivel verificar maio tempo de permanéncia do grupo P15%
comparado aos grupos P5% e P10% (p < 0,05) (Figura 2A). Com relacdo ao tempo de
permanéncia dos animais no centro do aparato, ndo se observou diferencas significativas
entre os grupos (Figura 2B).

O grupo P15% permaneceu menos tempo nos bracos fechados quando comparado aos
demais grupos (Figura 2C) (p < 0,05). Quanto ao numero de mergulho de cabeca realizado
pelos animais, observou-se diferenca significativa entre os grupos experimentais

comparados ao controle (Figura 2D) (p < 0,05).
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Figura 2: Teste de Labirinto em Cruz Elevado realizado em ratos idosos tratados com 5,

10 e 15% da farinha de palma.
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Controle (CG = 10); Farinha de palma 5% (P5% = 10); Farinha de palma 10% (P10% =10); Farinha de
palma 15% (P15% = 10). A = Tempo de permanéncia nos bragos abertos; B = Tempo de permanéncia no
centro; C = Tempo de permanéncia nos bragos fechados; D = Nimero de mergulho de cabeca. Valores
expressos em média e erro padrido (One-way ANOVA, Holm-Sidak); Letras diferentes entre as barras
significam diferencas significativas entre os grupos (p < 0,05).

CAIXA CLARO-ESCURO

Ao avaliarmos os resultados, pode-se observar maior tempo de permanéncias dos
animais do grupo P15% no compartimento claro da caixa e menor tempo no
compartimento escuro, além de menor nimero de transi¢do quando comparados aos

demais grupos (p < 0,05) (Figura 3A).

Figura 3: Teste da Caixa Claro-escuro realizado em ratos idosos tratados com 5, 10 e

15% da farinha de palma.
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Controle (CG = 10); Farinha de palma 5% (P5% = 10); Farinha de palma 10% (P10% =10); Farinha de
palma 15% (P15% = 10). A = Tempo de permanéncia na parte clara; B = Tempo de permanéncia a parte
escura; C = Transicdo. Valores expressos em média e erro padrao (One-way ANOV A, Holm-Sidak); Letras
diferentes entre as barras significam diferencas significativas entre os grupos (p < 0,05).

DETERMINACAO DA  PEROXIDACAO LIPIDICA CEREBRAL-
MALONALDEIDO (MDA)

No que diz respeito as concentracdes de malonaldeido no cérebro, observou-se

que os grupos P5% e P10% apresentaram uma menor concentracio de MDA quando
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comparados ao grupo controle (Figura 4A) (p<0,05). Ja o grupo P15% apresentou menor

indicador de peroxidacdo lipidica cerebral comparado a todos os grupos (p<0,05).

Figura 4 — Concentracdo de malonaldeido (MDA) no tecido cerebral de ratos idosos

tratados com 5, 10 e 15% da farinha de palma.

a >
bt

Hio

o
o

= N W A~ O
o O
e 2
e

o
o

o

Concentracao de
malonidealdeido cerebral (nmol/g)

GC P5% P10% P15%

Controle (CG = 10); Farinha de palma 5% (P5% = 10); Farinha de palma 10% (P10% =10); Farinha de
palma 15% (P15% = 10). A = Cérebro. Valores expressos em média e erro padrio (One-way ANOVA,
Holm-Sidak); Letras diferentes entre as barras significam diferengas significativas entre os grupos (p <
0,05).

DISCUSSAO

Na presente pesquisa, ratos idosos foram tratados com diferentes concentragdes
de farinha de palma. Nossos resultados demonstraram que o consumo desta cacticea
induziu um comportamento ansiolitico, além de reducao da peroxidagao lipidica no tecido
cerebral. Para aferir a ansiedade utilizamos os testes de Campo Aberto, Labirinto em Cruz

Elevado e a Caixa Claro-Escuro.

O Campo aberto, é utilizado para avaliar o comportamento de ansiedade e
atividade exploratdria, com o objetivo de analisar os efeitos de ambientes ndo familiares
sobre a emocionalidade em ratos (PRUT; BELZUNG, 2003). O nimero de rearing, ou

seja, a quantidade de vezes que o animal fica de pé sobre as patas traseiras, é considerado
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um indicador de estresse (WALF; FRYE, 2007). A frequéncia de rearing € inversamente
proporcional ao nivel de estresse, logo, quanto mais o animal realizar esse
comportamento, menor seu nivel de estresse (SING et al., 2017).

Os animais do grupo P5%, P10% e P15% apresentaram maior ndimero de rearing,
quando comparado ao grupo controle. O aumento do ndmero de rearing indica um
comportamento do tipo ansiolitico, tendo em vista que esse paradmetro indicou uma maior
atividade exploratéria (BROWM et al., 1999). Resultado semelhante foi encontrado por
Shan et al. (2009), que avaliaram o efeito dos compostos antioxidantes presentes na batata
doce roxa (fonte de antocianinas), sobre o comportamento de ansiedade em ratos idosos.
Sing, et al. (2017), ao avaliarem o efeito da suplementacio com pé de folha seca de
W.somnifera e p6 de caule seco de T. cordifoliapara, em ratos idosos, observaram maior
numero de rearing e redugdo de outros parametros de ansiedade, a exemplo da redugdo
do grooming.

Nao se observou diferenca significativa para os parametros de grooming e
exploracdo no CA. Resultados opostos foram observados nos estudos de Sing et al.
(2017), que investigaram o efeito da suplementagcdo com ervas ayuryédicas (W.somnifera
e T. cordifoliapara ) em ratos idosos, os autores encontraram um comportamento
ansiolitico, por meio da reducdo de grooming. W.somnifera e T. cordifoliapara
apresentam em sua composicdo compostos bioativos, os quais estio relacionados com o
comportamento ansiolitico. Observamos no trabalho de Dos Santos et al (2019) que é
possivel através do tratamento com plantas fontes de compostos antioxidantes, assim
como a palma, alterar o comportamento relacionado a ansiedade durante o
envelhecimento. Resultados similares ao de nosso estudo foram evidenciados em
pesquisa desenvolvida por Pereira (2019), ratos foram tratados com 500 mg de acai (fonte
de antocianina e composto fendlicos).

Quanto ao Teste de Labirinto em Cruz Elevado, foi observado em nosso estudo
que, os animais tratados com farinha da Opuntia ficus-indica. permaneceram mais tempo
no centro do campo, quando comparados ao grupo controle, sendo esse resultado mais
intenso no grupo P15%. Animais que permanecem mais tempo no centro do campo
aberto, demostram comportamento do tipo ansiolitico. Resultado semelhante ao de nossa
pesquisa foi encontrado por Patki, et al. (2015), que ao avaliarem o consumo do pé da
uva, sobre um modelo animal idoso, observaram maior tempo de permanéncia dos
animais no centro do campo aberto. O p6 de uva é um alimento vegetal fonte de

compostos antioxidantes, assim como a palma.
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Outro modelo bastante utilizado para avaliar ansiedade em roedores € o labirinto
em cruz elevado, este aparato é baseado na aversdo do animal por locais abertos e
elevados. Essa aversdo esta associada com o comportamento denominado de tigmotaxia,
que consiste no bloqueio por areas abertas, preferindo sempre os locais fechados ou
espacos confinados (PATKI et al., 2015). Os animais tratados com a farinha da palma
apresentaram comportamento ansiolitico, de acordo com os parametros avaliados. Os
grupos tratados com a palma permaneceram mais tempo nos bracos abertos do aparato e
realizam maior nimero de mergulho de cabeca. Sendo o grupo tratado com 15% da palma
0 que permaneceu mais tempo nos bragos abertos € menos tempo nos bracos fechados.

Estudo desenvolvido por Bhandari, Sunkariae, Kaur (2022), objetivando avaliar o
efeito da suplementagdo do p6 do caule de Tinospora cardifolia, por meio da ragao sobre
parametros de ansiedade em ratos de meia idade, verificaram maior tempo gasto pelos
animais nos bracos abertos do aparato, menor tempo nos bracos fechados, além de maior
exploragdo. Estes resultados estdo em consonédncia com os resultados encontrados em
nosso estudo.

Subash et al. (2016), também observaram efeitos ansioliticos a partir do consumo
de figos cultivados em oma em camundongos idosos, que apresentaram maior tempo de
permanecia nos bragos abertos e reducdo do nimero de entradas nos bracos fechados ao
serem expostos ao LCE. Boas et al. (2020), ao suplementarem ratos de meia idade com
extrato do fruto de Campomanesia pubescens (fonte de flavonoides) observaram maior
nimero de mergulho de cabega, maior tempo de permanéncia dos animais nos bragos
abertos, maior nimero de cruzamentos entre os bracos do aparato e maior tempo de
permanéncia no centro. De acordo com os achados, matrizes vegetais ricas em compostos
bioativos com atividade antioxidante protegem o sistema nervoso central contra danos
neurodegenerativos modulando parametros de ansiedade em roedores na fase idosa.

Uma outra forma para mensurar os niveis de ansiedade € através do teste da Caixa
Claro-escuro, que tem como objetivo principal avaliar a aversdo do animal a ambientes
claros, de modo que, quanto maior o tempo de exposi¢ao do animal neste compartimento
menor o nivel de ansiedade (MOHALE ez al., 2016). Na presente pesquisa, observamos
maior tempo de permanéncia dos animais P15% no compartimento claro, assim como,
menor nimero de transicdes entre os compartimentos. Rajput e Khan (2017), trataram
ratos idosos com o extrato da fruta de Nelumbo Nuciferam (fonte de antioxidante) por
meio de gavagem, sendo administrada 200mg/kg, durante 4 semanas, € observaram maior

tempo de permanéncia dos animais no compartimento claro. Mohale et al. (2016),
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observaram que animais idosos tratados com o extrato da planta Nerium indicum, (fonte
de antioxidante e fibras alimentares), apresentaram maior nimero de transi¢oes entre os
compartimentos, além de menor tempo de permanéncias no compartimento escuro. Estes
animais foram tratados por 21 dias, sendo administrado 200mg/kg do extrato da planta,

por meio de gavagem.

Diante disto, decidimos avaliar também os niveis de malondialdeido (MDA), do
tecido cerebral dos roedores, sendo este o principal marcador de peroxidacdo lipidica
(JAYAKUMAR et al., 2007). Concentracdes elevadas de MDA, indica danos no tecido
cerebral (MOON et al., 2014). Em nosso estudo, foi observado uma reducao dos niveis
de MDA em todos os grupos que receberam Palma, sendo o grupo P15%, o que
apresentou menores concentracoes comparado aos demais. Os achados em nosso estudo
indicam que a palma protege o tecido cerebral contra os efeitos deletérios dos radicais
livres. No estudo de Coban, et al. (2015), ratos de meia idade tratados por 5 semanas, com
a administracdo de 300mg/kg do extrato do mirtilo (fruta rica em antioxidantes),
apresentaram reduc¢do significativa nos niveis de MDA no cérebro.

O envelhecimento contribui para o aumento dos riscos de vdrias patologias no
SNC, a exemplo da reducdo do volume do cérebro, velocidade do fluxo sanguineo e
aumento da neurodegeneracdo (SALAT, et al., 1999; MORENO-TORRES, et al., 2005;
SASTRY e RAO, 2000 ; WALHOVD et al., 2011; TRIFUNOVIC e LARSSON, 2008).
Com o aumento da idade, ocorre o aumento dos niveis de ansiedade e depressao (VINK,
et al., 2009). O declinio funcional e as altera¢des da funcao imunolégica decorrente do
envelhecimento, estdo associadas com o estresse oxidativo e inflamatdrio, que dificultam
a homeostase do corpo (DE LA FUENTE e MIQUEL, 2009).

Evidéncias apontam que alimentos fonte de antioxidantes e compostos funcionais
podem atuar na reducio do estresse oxidativo, e consequentemente no envelhecimento de
forma geral. O consumo desses compostos estd associado com a prevengao das doengas
neurodegenerativas. A palma forrageira (Opuntia ficus-indica ), possui em sua
composi¢do quantidades significativas de fibras, vitaminas, minerais e substancias
bioativas, a exemplo dos carotendides, dcidos fendlicos, flavondides, polifendis, sendo
considerada assim, uma boa fonte de compostos antioxidantes naturais (BOUTAKIOUT,
etal.,2017; FARAG, et al, 2020; SILVA, et al., 2021). Alimentos fontes de antioxidantes

estdo relacionados com redugdo de estresse oxidativo e prevengdo de transtornos
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comportamentais, como alteragdes de ansiedade, depressdo e preservacdo da memdria

(SUBASH et al., 2016; LEMOS, et al., 2022).

Além dos compostos bioativos presentes na palma forrageira, esta também
apresenta quantidades significativas de mineiras, a exemplo do magnésio (1380 + 137
mg/100 g) e zinco (0,368 £ 0,208 mg/100 g) (SILVA et al., 2021). Evidéncias apontam
que a baixa ingestdo de zinco e magnésio estdo associados com sintomas de depressdo e
ansiedade (NAKAMURA et al., 2019). O magnésio atua nas vias enzimdticas e de
neurotransmissores, regulando o humor, atuando dessa forma na reducdo dos sintomas de
ansiedade (TARLETON et al., 2019). O zinco atua como um regulador dos receptores
cerebrais, sua deficiéncia estd relacionada com transtornos psicoldgicos (ROCHA,
MYVA, ALMEIDA, 2020).

Os achados do presente trabalho s@o importantes, tendo em vista que o consumo
da farinha de palma durante a fase idosa traz beneficios para comportamentos de
ansiedade e estresse oxidativo cerebral. Em paises como Estados Unidos, Japao e México
a palma forrageira € utilizada na alimenta¢do humana, ja no Brasil a palma é comumente
utilizada como fonte alimentar para bovinos, possuindo eficicia também na medicina
popular, e como corante natural. Esse estudo pode estimular o desenvolvimento de novas
pesquisas para avaliar os efeitos dos compostos presentes na palma sobre a ansiedade em

humanos na fase idosa da vida.

CONCLUSAO

Nossa pesquisa mostrou que os animais idosos tratados com a farinha de palma
em diferentes concentracdes apresentaram um comportamento ansiolitico, além da
reducdo da peroxidagdo lipidica cerebral, sendo o efeito protetor maior nos animais
tratados com a maior concentracdo (P15%). A Opuntia ficus-indica é uma excelente fonte
de compostos bioativos e antioxidantes dietéticos, possivelmente relacionados a redugdo

da peroxidacdo lipidica associado ao declinio cognitivo e transtornos de ansiedade.
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