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RESUMO

O Pequi (Caryocar brasiliense) ¢ um fruto tipico da regido do cerrado brasileiro,
comumente consumido pela populagdo. Sua polpa e améndoa sao utilizadas na culinéria
regionais sendo fontes de dcidos graxos insaturados e nutrientes € compostos
antioxidantes. Sabendo que dietas ricas em 4cidos graxos insaturados sdo essenciais
para a formagdo e manuten¢do do tecido cerebral e protegem contra os danos oxidativo
melhorando as suas funcdes e que nutrientes e compostos fendlicos atuam como
antioxidantes exercendo funcdo protetora dos tecidos contra a oxidacdo. Objetivou-se
com este trabalho analisar os efeitos do consumo da polpa e améndoa do pequi sobre o
comportamento de ansiedade e peroxidagao lipidica cerebral na prole de ratas tratadas
durante a gestacdo e lactagdo. Foram formados trés grupos que receberam os
tratamentos por gavagem: controle (agua destilada); o grupo améndoa (farinha da
améndoa de Pequi); e o grupo polpa (polpa do Pequi). Foi analisado o teor de
compostos fendlicos totais e flavonoides totais e a atividade antioxidante da polpa e da
améndoa do pequi, sendo observado um maior potencial antioxidante na polpa. O
comportamento de ansiedade foi avaliado através da exposicao aos aparelhos de campo
aberto (CA), labirinto em cruz elevado (LCE) e caixa-escuro. A peroxidacao lipidica foi
avaliada através do marcador de malonaldeido. Os dados foram analisados utilizando o
teste estatistico ANOVA One way seguido de Tukey sendo considerado significante
quando o p<0,05. Os animais cujas maes consumiram a polpa do pequi se
movimentaram mais e permaneceram mais na drea central do CA. O grupo améndoa
permaneceu menos tempo na area central e ambos os grupos realizaram menos rearing
(p<0,05). Ambos os grupos tratados entraram mais nos bragos abertos do LCE, sem
permanecer mais tempo. Apenas o grupo polpa ficou mais tempo na drea central do
LCE (p<0,05). Na caixa claro e escuro, apenas o grupo polpa entrou mais na drea clara e
permaneceu mais tempo (p<0,05). Os animais tratados com a polpa do pequi obtiveram
um menor indice de peroxidagdo lipidica cerebral, sendo que o grupo tratado com
améndoa nao houve diferenca. Com os dados obtidos pode-se concluir que a polpa de
pequi foi capaz de induzir comportamental tipo ansiolitico e reduzir a peroxidac¢do

lipidica na prole de ratos tratados durante a gestacdo e lactagao.

Palavras-chave: Acidos Graxos, Estresse oxidativo, acido oléico, ansiedade.



ABSTRACT

Pequi (Caryocar brasiliense) is a typical fruit of the Brazilian cerrado region,
commonly consumed by the population. Its pulp and almond are used in regional
cuisine and are sources of unsaturated fatty acids and nutrients and antioxidant
compounds. Knowing that diets rich in unsaturated fatty acids are essential for the
formation and maintenance of brain tissue and protect against oxidative damage by
improving their functions and that nutrients and phenolic compounds act as antioxidants
exercising the protective function of tissues against oxidation. The objective of this
work was to analyze the effects of the consumption of Pequi pulp and almond on the
behavior of anxiety and cerebral lipid peroxidation in the offspring of rats treated during
pregnancy and lactation. Three groups were formed that received the treatments by
gavage: the control receiving distilled water; the almond group receiving Pequi almond
flour; and the pulp group, receiving Pequi pulp. The content of total phenolic
compounds and total flavonoids and the antioxidant activity of the pequi pulp and
almond were analyzed, with a greater antioxidant potential in the pulp being observed.
Anxiety behavior was assessed through exposure to open field (CA), elevated plus maze
(LCE) and dark box devices. Lipid peroxidation was assessed using the malonaldehyde
marker. The data were analyzed using the ANOV A One way statistical test followed by
Tukey being considered significant when p <0.05. The animals whose mothers
consumed the pequi pulp moved more and remained more in the central area of the CA.
The almond group spent less time in the central area and both groups performed less
rearing (p <0.05). Both treated groups entered more into the open arms of the LCE,
without staying longer. Only the pulp group stayed longer in the central area of the LCE
(p <0.05). In the light and dark box, only the pulp group entered the light area more and
remained longer (p <0.05). The animals treated with the Pequi pulp had a lower rate of
cerebral lipid peroxidation, and the group treated with almonds showed no difference.
With the data obtained, it can be concluded that the Pequi pulp was able to induce
anxiolytic-like behavior and reduce lipid peroxidation in the offspring of rats treated

during pregnancy and lactation.

Keywords: Fatty Acids, Oxidative stress, oleic acid, anxiety..
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1 INTRODUCAO

A fase de gestacdo e lactacdo € considerada um periodo critico para o
desenvolvimento da prole (MORGANE et al., 1993). Este periodo envolve alteracdes
anatomicas, fisioldgicas e comportamentais maternas, além de intensa atividade celular
para a formacdo dos tecidos fetais. A deficiéncia dos nutrientes essenciais durante esta
fase da vida pode induzir danos metabdlicos, comprometendo diretamente o
desenvolvimento do concepto, causando patologias que podem surgir ainda no periodo
intrauterino e perdurar até a vida adulta (SILVA, 2007).

Os 4cidos graxos essenciais participam da formac¢do do tecido cerebral, sendo o
acido docosahexaendico (DHA), um dos componentes dos fosfolipidios das membranas
neuronais, englobando cerca de 17% do total de &acidos graxos no tecido cerebral
(HORROCKS ;FAROOQUI, 2004; LEHNINGER et al, 1998; MORIGUCHI;
GEINER; SALEM, 2000; SALEM et al., 2001). Este por sua vez é responsdvel pelo
aumento da fluidez da membrana e plasticidade sindptica, contribuindo para o bom
funcionamento das funcdes cerebrais (MITCHEL et al., 2003; MURPHY, 1990).

Os 4cidos graxos saturados, insaturados e poli-insaturados de cadeia longa
também compdem a bainha de mielina, responsdvel pela conduc¢do dos impulsos
elétricos no cérebro (RODRIGUES-CRUZ et al, 2005; CALLEGARO, 2003). A
deficiéncia desses dcidos graxos especialmente os dcidos graxos polinsaturados nessa
fase estd relacionada com retardo no aprendizado e anormalidades comportamentais
(RODRIGUES-CRUZ et al, 2005).

Alimentos fontes de dcidos graxos foram ofertados a ratas durante a gestacdo e
lactagao (QUEIROZ et al., 2019; SOARES et al., 2013) induzindo redu¢do de ansiedade
na prole. Demais estudos verificaram que o consumo materno de frutas como a castanha
de caju (MELO et al., 2017) e a polpa e 6leo de abacate (MELO et al., 2019)
melhoraram pardmetros de memoria na prole de ratos. Outros estudos experimentais
mostram que tanto o acido docosahexaendico como o 4cido eicosapentaenoico (EPA)
sdo antioxidantes nutricionais e podem reduzir a peroxidacdo lipidica no cérebro de
ratos (CHOI-KWON et al., 2004; HOSSAIN et al., 1999). Broinizi et al., (2008),
utilizaram o extrato hidroalcodlico do bagagco do pedunculo de caju em ratos Wistar
identificando a atividade protetora contra a peroxidac¢do lipidica no cérebro dos animais

reduzindo a lipoperoxidagao.
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Um fruto fonte de acidos graxos é o Caryocar brasiliense (pequi), (BARRA et
al., 2013). A parte comestivel do pequi € a polpa e a améndoa, no qual a polpa € rica em
lipidios (33,4%), fonte importante de fibra alimentar (10,02%) e um teor de 3% de
proteinas. J4 a améndoa contém lipidios (51,51%), proteinas (25,27%), carboidratos
(8,33%) e um teor reduzido de fibra alimentar comparada a polpa (2,2%) (LIMA et al,
2007).

Tanto na polpa como na améndoa do pequi, pode ser observado o predominio dos
dcidos graxos insaturados, sendo fonte do 4cido oleico e &cido linoleico, também
contém 4cido graxo saturado representado pelo 4cido palmitico (LIMA et al, 2007),
sendo fonte ainda de compostos fendlicos, carotendides e minerais (ARRUDA; CRUZ;
ALMEIDA, 2012). A presenca destes na polpa do pequi atuam como antioxidantes,
podendo diminuir a formacdo de radicais livres e, até mesmo, o risco de
desenvolvimento de cancer (OLIVEIRA et al., 2010; CORDEIRO et al., 2012).

Desta forma, hipotetizamos que o Pequi induziria comportamento tipo
ansiolitico devido a sua capacidade antioxidante no tecido cerebral investigando o
impacto diferenciado do consumo materno de polpa e améndoa de pequi sobre o
comportamento de ansiedade e peroxidagdo lipidica na prole de ratas tratadas durante a

gestacdo e lactacao.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Avaliar o impacto do consumo da polpa e améndoa do pequi sobre o
comportamento de ansiedade e peroxidacdo lipidica cerebral na prole de ratas tratadas

durante a gestacao e lactacdo.
2.2 Objetivos Especificos

e Analisar do teor de compostos fendlicos totais, flavonoides totais e carotendides
totais presentes na polpa e na améndoa do pequi;

e Analisar a atividade antioxidante da polpa e améndoa do pequi;

e Analisar do comportamento de ansiedade na prole das ratas tratadas;

e Analisar do marcador de peroxidacao lipidica cerebral da prole;

18



3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Alimentacao Materna e Sua Importancia na Formacao do Concepto

A gestacio e lactaciio sdo periodos criticos no desenvolvimento humano. E neste
periodo que ocorre o crescimento € desenvolvimento do sistema nervoso (SANTOS-
MONTEIRO et al, 2002) e end6crino (SYMONDS et al, 2001).

A dieta materna durante a gravidez desempenha um papel vital na saide materna
e infantil. O crescimento e o desenvolvimento fetal sdo influenciados pelo ambiente
intrauterino. Desta maneira a alimentacdo materna se torna um fator fundamental para a
sobrevivéncia e saide do feto que depende exclusivamente do fornecimento de
nutrientes da mde (MARTIN-GRONET; OZANNE, 2006).

Uma falha na alimentacdo da mde durante a fase da gestacdo pode levar a
alteracdes no fornecimento energético, como por exemplo, em estado de desnutricdo
materna que causa prejuizos a prole (PALOU, et al., 2010). Do mesmo que o aumento
da oferta de nutrientes pode alterar o metabolismo da prole (DAS; SYSYN, 2004).
Dessa forma qualquer variagdo no estado nutricional da made no periodo de
desenvolvimento pode causar uma resposta fetal de adaptacdo, que em longo prazo,
pode levar a permanentes alteracdes metabolicas, enddcrinas em diferentes estruturas do
sistema nervoso central SNC (BENETTI, 2014).

Estudos utilizando animais mostraram que a exposi¢ao fetal a dieta materna
antes e durante o periodo perinatal é capaz de alterar fungdes metabdlicas. Tendo como
consequéncia, aumento de peso corporal, diabetes, dislipidemias, alteracdes de
comportamento e aumento de estresse oxidativo (KOLETZKO et al., 1998;
SAMUELSSON et al., 2008; AKYOL et al., 2009; CHECHI et al., 2010; RODRIGUEZ
et al, 2012). Durante esse periodo, os lipidios sdo essenciais para a constru¢do dos
tecidos e a determinacdo do crescimento corporal (MORGANE et al., 1993;
HERRERA; ORTEGA-SENOVILLA, 2014). Sdo componentes estruturais do sistema
nervoso, estimulam o desenvolvimento, diferenciacdo e regulacdo da migracdo de

c€lulas neuronais (GONZALEZ; VISENTIN, 2016; PRADO et al., 2018).
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3.2 O Papel dos Acidos Graxos na Neurogénese

Os 4cidos graxos (AG) sdo constituintes estruturais das membranas celulares,
possuem funcdo energética e de reserva metabdlica, participam também da formacao de
hormoénios e sais biliares. Sdo abundantes no cérebro, cerca de 60% do seu peso seco,
destes 40% sao polinsaturados que possuem fun¢do primariamente estrutural
(VALENZUELA; NIETO, 2003). Processo de formacao do cérebro € caracterizado por
etapas que compreende neurogé€nese, migracdo neural, apoptoses seletivas,
sinaptogénese, finalizando com a mielinizagdo. Essas etapas sdo sequenciais e dao
forma e funcionalidade ao tecido cerebral (MORGANE et al., 1993). Em humanos, a
maturagdo do sistema nervoso central tem inicio na fase intra-uterina e persiste até os
primeiros anos de vida pds-natal (MARTINEZ, 1992). O processo morfogénico,
diretamente associado a fungdo cerebral, torna a nutricdo materna essencial, durante a
gestacdo e a lactagdo, para o desenvolvimento de neonatos, pois hd aumento funcional e
bioquimico das demandas de dcidos graxos polinsaturados (AGPI) (XIANG et al., 1999;
KOLETZKO et al., 2001).

A composicao nutricional durante a formagdo do cérebro € o principal fator
determinante na para a plasticidade das membranas neuronais e da capacidade funcional
cerebral na idade adulta (TYAGI et al., 2015; VAN DE REST et al., 2012; INNIS,
1991). Durante a gestagdo e lactacdo os acidos graxos da matriz sdo transferidos ao feto
garantindo a maturagdo das células neuronais nesse periodo (JONES et al., 2013).

O desenvolvimento fetal € em grande parte determinado pela disponibilidade de
nutrientes na circulagdo materna e pela capacidade destes nutrientes para serem
transportados para a circulagdo fetal através da placenta (BRETT et al., 2014). A
glicose, aminodcidos, dcidos graxos livres (AGL) e o colesterol atravessam a placenta
através de transportadores especificos (BRETT et al., 2014). Na circulacdo materna, os
lipidios sdo principalmente encontrados como triglicerideos fosfolipidios e ésteres de
colesterol. Contudo, os triglicerideos ndo podem atravessar a barreira placentaria, sendo
transformados em d&cidos graxos livres através de lipases placentdrias (HERRERA,
2002). Os é&cidos graxos exercem um papel critico no crescimento fetal, como o
desenvolvimento do cérebro e a adipogénese (BRETT et al., 2014), responsdvel pelas
funcdes energéticas e de reserva metabdlica. Diferentes tipos de dcidos graxos, como 0s

polinsaturados de cadeia longa, sdo transportados através da placenta para o feto e sdo
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eficientemente transferidos através do leite materno em humanos e ratos (ELIAS;
INNIS, 2001; WOLFF, 2003).

O conteuddo total de gordura e a composicdo do leite materno em humanos sao
influenciados pelo periodo de lactag@o, estado nutricional e tipo de dieta ingerida pela
mae (WOLFF; PRECHT; MOLKENTIN, 1998). Mudangas na disponibilidade de
componentes lipidicos por alteracdes dietéticas tém implicagdes no desenvolvimento
pos-natal (HERRERA, 2002).

A nutricdo adequada é um dos fatores ambientais essenciais para um
desenvolvimento normal, pois fornece nutrientes necessdrios. Sem eles, o
neurodesenvolvimento € prejudicado (WALKER, 2005). Os &cidos graxos essenciais
participam da formacdo do tecido cerebral, sendo o d4cido docosahexaendico (DHA) um
dos componentes dos fosfolipidios das membranas neuronais, englobando cerca de 17%
do total de dacidos graxos no tecido cerebral (HORROCKS; FAROOQUI, 2004;
LEHNINGER et al., 1998; MORIGUCHI; GEINER; SALEM, 2000; SALEM et al.,
2001). Este por sua vez € responsavel pelo aumento da fluidez da membrana e
plasticidade sindptica, contribuindo para o bom funcionamento das funcdes cerebrais
(MITCHEL et al., 2003; MURPHY, 1990).

Estudos mostram que alteragdes na composi¢cao dietética durante a gestacio e
lactagdo, como o aumento no consumo de lipideos e alta ingestdo calérica podem
comprometer o desenvolvimento estrutural e funcional concepto (BAYOL, SIMBI;
STICKLAND, 2005; BAYOL, BRUCE; WADLEY, 2014), no entanto, a demanda fetal
de 4cidos graxos polinsaturados de cadeia longa (AGPICL), durante a gestacdo e
lactacdo (KOLETZKO et al., 2001) sdo considerados componentes essenciais para o
desenvolvimento neuronal e visual (GIBSON; NEUMANN; MAKRIDES, 1996;
ELIAS; INNIS, 2001; KOLETZKO et al., 2001), uma vez que quantidades importantes
desses dcidos graxos sdo necessdrias para a diferenciacdo celular e sinaptogénese do
tecido neural (CLANDININ, 1999), ficando claro a importancia da alimentacdo materna

na primeira fase da vida do individuo.

3.3 Antioxidantes
A respiracdo é um fendmeno intimamente relacionado com a vida, tendo como
produto espécies reativas de oxigénio (EROS) e radicais livres (HALLIWEL;

GUTTERIDGE, 1999). Os radicais livres sdo atomos ou moléculas que contem um ou
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mais elétrons nao pareados nos orbitais externos, transformando as estruturas celulares
em compostos altamente reativos, capazes de reagir com qualquer composto situado
proximo a sua orbita externa, passando a ter uma funcdo oxidante ou redutora
(HALLIWEL; GUTTERIDGE, 1999).

Certos nutrientes e componentes alimentares t€m se destacado em funcao de sua
atividade antioxidante, ou seja, com capacidade de transformar e/ou diminuir a acdo de
oxidacdo dos radicais livres, impedindo seus efeitos danosos ao organismo
(PANZIERA, 2011). O desequilibrio na producao de radicais livres e na remog¢ao destes
pelas defesas antioxidantes, definido como estresse oxidativo, pode causar danos
celulares ao atacar membranas, dcidos nucleicos, proteinas e polissacarideos, levando a
alteracdes funcionais e ao desenvolvimento de diversas doencas (VALKO, 2007).
Embora o organismo possua defesas antioxidantes endogenas efetivas para o combate
ao excesso de radicais livres, tais como as enzimas superoxido-dismutases, peroxidades,
catalases e glutationa-peroxidases (MOON, 2009), acredita-se que elas ndo sdo
infaliveis, portanto, constantemente hd formacdo de radicais livres (CERQUEIRA,
2007). Sendo assim, os antioxidantes obtidos por meio de uma dieta sdo indispensaveis
para a defesa apropriada contra a oxidagcdo e, portanto, t€m papel importante na
manutencdo da saide (CERQUEIRA, 2007).

Os antioxidantes podem ser divididos em duas classes: com atividade enzimatica
e sem essa atividade. Na primeira, estdo os compostos capazes de bloquear a iniciagdo
da oxidagdo, ou seja, as enzimas que removem as espécies reativas ao oxigénio. Na
segunda classe, estio moléculas que interagem com as espécies radicalares e sdo
consumidas durante a reacdo. Nesta classificacdo, incluem-se os antioxidantes naturais e
sintéticos como os compostos fendlicos (MOREIRA; MANCINI-FILHO, 2003).

Existe uma grande variedade de compostos fendlicos classificados em dois
grupos, flavondides e ndo flavondides (Figura 1). Os flavondides possuem 2 anéis
arométicos unidos por um heterociclo oxigenado, estes se diferenciam de acordo com o
grau de hidrogenacdo e substituicdo do heterociclo podendo ser flavandis, flavonas,
flavondis, flavononas, antocianidinas e isoflavondides, geralmente se encontram ligados
a acucares formando glicosideos (KARAKAYA, 2004). Os ndo flavonéides sdo os
compostos benzoicos e cinamicos, possuem apenas um anel aromético ligado a pelo
menos um grupo hidroxila e com diferentes grupos funcionais: aldeidos, dlcoois ou
acidos. Outros compostos com natureza fendlica sdo os estilbenos, lignanos, taninos e

ligninas (MANACH et al., 2004).
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Figura 1 — Exemplo de compostos fitoquimicos presentes em alimentos vegetais, com

classificacdo dos compostos polifendlicos.

Fonte: Karakaya, 2004.

Compostos fendlicos

Acidos fendlicos flavondides
Acidos hidroxi Acidos hidroxi Flavondis Elavonas Flavandis Flavanonas antocianidinas isoflavondides
benzdicos cinamicos
Galico p-cumarico Quercetina Apigenina Catequina Erindictol Cianidina Genisteina
Protocatéquico Caféico Kampfero Luteolina Epicatequina Hespendna Pelargonidina Daidzeina
Vanilico Fenilico Miricetina Crisina Epigalocate- Nangenina Delfinidina Gliciteina
Siringico Sinaptico Galangina quina Peonidina
Malvidina

Sdo formados no metabolismo secunddrio dos vegetais, nos quais estdo
envolvidos em vdrias funcdes: propriedades sensoriais (cor, aroma, sabor e
adstringéncia), crescimento, processo germinativo da semente, defesa contra pragas,
entre outras. Em animais e humanos, tem-se observado que sido capazes de reagir com
radicais livres, neutralizando-os. O poder de bloqueio das estruturas radicalares pelos
compostos polifendlicos deve-se a estrutura quimica destes, formado por pelo menos

um anel aromético com grupamentos hidroxila (BRAVO, 1998; LIU, 2007).
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3.4 Antioxidantes Alimentares

A alimentagdo afeta diretamente o dano oxidativo nos tecidos, esse fato é
comprovado pelo fato dos alimentos conterem substincias antioxidantes, nutrientes ou
ndo nutrientes que combatem os radicais livres, a exemplo dos dcidos graxos
polinsaturados, metais com acdes catalicas (Fe+, Cu+), exercendo efeitos positivos e
negativos no equilibrio entre o dano oxidativo e as defesas (MANACHA et al, 2004;
GIADA; MANCINI-FILHO, 2006). Os carotendides, vitaminas E e C fazem parte dos
nutrientes que possuem propriedades antioxidantes.

A vitamina C (4cido ascorbico) é um dos mais potentes antioxidantes naturais,
reage com as EROs, oxidando-se a desidroascorbico e se convertendo novamente pela
acdo da enzima dehidroascobatoredutase. E um sequestrador eficaz de radicais e
combate espécies reativas de nitrogénio em meio aquoso, impedindo a nitrosacdo de
moléculas (WEBER et al, 1996). In vivo atua como pro-oxidante, € na presenga de
metais como o Fe+ e o Cu+ os radicais ascorbato e hidroxila sao gerados dando inicio
ao processo de peroxidacao lipidica (PODSEDEK, 2007). Suas principais fontes sdo
furtos citricos, hortaligas, e visceras (KRAUSE, 2010).

A vitamina E compreende os derivados tocoferdis e tocotriendis, sdo compostos
altamente lipofilicos e atuam nas lipopotreinas de alta densidade (LDL). Sua funcdo
consiste em inibir a peroxidacdo lipidica, combatendo os radicais peroxila e
convertendo-se em radical tocoferol regenerando o a-tocoferol ao reagir com a vitamina
C. Na dieta € encontrado principalmente em azeites vegetais, leite e derivados, gérmen
de trigo, nozes e folhas de vegetais verdes (SIES; STAHL, 1995).

Os carotendides sdo pigmentos naturais com papel importante na fisiologia dos
vegetais; conferindo cor e participando na fotossintese junto com a clorofila.
Apresentam atividade pré- vitamina A e atividade antioxidante (RODRIGUES-
AMAYA; KIMURA, 2004). Os carotendides sequestram radicais hidroxila semelhante
a vitamina E, possuem cardter lipofilico atuando como antioxidante sobre as
lipoproteinas de alta densidade (LDL) e baixa densidade (HDL) (PODSEDEK, 2007).
Esta presente em frutas de vegetais, como exemplo o tomate, cenoura, espinafre, milho
e frutos citricos (KRAUSE, 2010).

Os alimentos fontes de substancias antioxidantes podem exercer tanto efeitos
positivos quanto negativos no equilibrio entre o dano oxidativo e as defesas frente ao
dano (MANACH et al., 2004; GIADA; MANCINI-FILHO, 2006) o que torna

importante a presenca de alimentos fontes de substancias antioxidantes na dieta.
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3.5 Pequi

As espécies conhecidas como pequizeiro, e nomes derivados, pertencem a
familia Caryocaraceae, da ordem Theales (Rizoboldcea), composta de 25 espécies
reunidas em dois gé€neros, Caryocar e Anthodiscus. O género Caryocar, segundo
Franco et al. (2004) possui 16 espécies, das quais, 12 sdo encontradas no territorio
brasileiro. Essa informacdo difere da obtida por Oliveira (1988) que relata que sdao 19
espécies, das quais apenas oito de ocorréncia no Brasil. Giacometti (1993), sem
determinar o ndmero, localizou as espécies de Caryocar em sete dos dez centros de
origem das frutiferas brasileiras,a seguir: Centro Alto Noroeste/Rio Negro, com
algumas espécies de piquid (Caryocar spp,); Centro Roraima/Manaus (quatro espécies
de Caryocar); Centro Sudoeste Acre/Rondonia, com o C. villosum; Centro
Nordeste/Caatinga com C. coriaceum; Centro Brasil Central/Cerrado com pequi
Caryocar spp; Centro Mata Atlantica, setor B; com piqui-vinagreiro (C. edulis); e
Centro Brasil/Paraguai, com C. brasiliense.

A espécie de maior presenca no Cerrado do Planalto Central é C. brasiliense
Camb., dividida em duas subespécies: C. brasiliense subsp. Brasiliense, de porte
arbéreo e com ampla distribuicdo, e C. brasiliense subsp. Intermedium, de porte
arbustivo, com ocorréncia restrita a algumas partes desse ecossistema (SILVA et al.,
2001). Oliveira (1988) situa a ocorréncia de C. brasilense nos Estados do Mato Grosso
do Sul, Mato Grosso, Goids, Minas Gerais, e na parte alta de Sao Paulo até o Norte do
Parang; e C. coriaceum, no Centro-Oeste e parte do Nordeste. Para RIZZINI (1963), nos
Cerrados brasileiros encontram-se, além do C. brasiliense Camb., o C. coriaceum
Wittm., a espécie que se encontra, também, na Chapada do Araripe no Ceara
(PEIXOTO, 1973). O cerrado ¢ uma vegetacdo natural, com cerca de 2 milhdes de
quildmetros quadrados, representando cerca de 22% do territério brasileiro (RATTER;
RIBEIRO, 1996), dos quais, 85% no Planalto Central (COUTINHO, 1997), e o restante
da area nos Estados do Amazonas, Para, Ceara, Bahia, Roraima, Maranhdo, Piaui, Rio
Grande do Norte, Paraiba, Alagoas e Sergipe (CASTRO, 1997).

O pequizeiro (Caryocar brasiliense Camb.) é uma arvore frondosa, que atinge de
oito a dez metros de altura e frutifica de setembro a marco (SANTANA; NAVES,
2003). Seu fruto, o pequi, € constituido por exocarpo de coloragdo marrom esverdeada,
mesocarpo externo formado por uma polpa branca e mesocarpo interno, por¢cao

comestivel do fruto, de coloracdo amarelo-claro a alaranjado escuro. O endocarpo
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espinhoso do pequi protege a semente comestivel, que é revestida por um tegumento

fino e marrom (ARAIjJ 0O, 1995; SILVA e MEDEIROS FILHO, 2006).

Figura 2 - Fruto do Pequizeiro

Fonte: https://www.deliciasdocerrado.com.br/cerrado  http://supernutricao.com.br/2018/01/24/pequi-

para-que-serve-beneficios/

Esse fruto pode constituir fonte considerdvel de nutrientes na alimentagdo de
populacdes regionais, pois apresenta teor elevado de lipidios, que varia de 27 a 35 g.100
g—1. Em decorréncia disso, constitui boa fonte energética, variando de 250 a 350
kcal.100 g—1 de polpa (CORDEIRO et al., 2013; LIMA et al., 2007). O perfil de acidos
graxos da polpa de pequi € favordvel a saude, sendo composto por 60% de acidos
graxos insaturados, com predominancia do 4cido oleico (BARRA et al., 2013). Destaca-
se, ainda, que sua polpa pode ser considerada fonte potencial de antioxidantes naturais
(MORALIS et al., 2013). Em relacd@o ao perfil de minerais, a polpa de pequi possui teores
considerdveis de magnésio, zinco e fosforo (OLIVEIRA et al., 2010; RAMOS;
SOUZA, 2011). Por se tratar de um fruto de facil produgdo e com caracteristicas
desejaveis em relacdo ao sabor e valor nutritivo, o pequi pode representar uma fonte
potencial na alimentacdo e sobrevivéncia de uma parcela da populacdo brasileira
(RIBEIRO, 2000).

A conserva de pequi € bastante consumida, utilizando os carogos inteiros ou em
pedacos. A polpa, a exemplo de outros frutos do cerrado, como o tingui e a macatba,
também ¢ empregada na fabrica¢dao de sabao, usando soda caustica ou a “dicoada”, que
pode ser feita da cinza da prépria madeira do pequizeiro. A améndoa do pequi, pela alta

percentagem de 6leo que contém e por suas caracteristicas quimicas, pode ser também
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utilizada com vantagem na industria cosmética para a produgdo de cremes. O 6leo da
améndoa € usado ainda na iluminacdo, como lubrificante. Da casca extraem-se corantes
amarelos de 6tima qualidade, empregados por teceldes em tinturaria caseira. Contém
igualmente alto teor de taninos (BARBOSA et al., 2006)

Como oleaginosa, da polpa do fruto € extraido um 6leo que, além de utilizado na
culindria, é empregado na inddstria cosmética, na produciao de sabdo, e como produto
medicinal, no combate a bronquite, gripes e resfriados, dentre outros. Como farmaco, o
suporte de informagdes € empirico, porém € certo que a polpa do fruto tem alto teor de
provitamina A, com média em torno de 200.000 UI (PEIXOTO, 1973; EMBRAPA,

2008). Apesar das vdrias utilidades e da significativa drea geogréifica onde a espécie €

(N

explorada, ndo existe cultivo comercial de pequizeiro e a sua exploracdo, ainda,
puramente extrativista. Mesmo assim, gera emprego e renda no periodo de safra, e
exerce importante papel na socioecondmica de muitas localidades de diferentes regides
do Pais.

O fruto ndo é consumido in natura, sendo o seu consumo direto na culinaria,
cozido com frango ou com arroz. Especificamente, na Regido Sul do Ceara também ¢é
cozido com feijao e na forma de farofa. A polpa € utilizada na producdo de geléias,
doces, racdo para porcos e galinhas e obtencdo do 6leo. Da polpa fermentada é
produzido um tipo de licor bastante conhecido e apreciado em algumas regides do Pais.
Na tentativa de dispor do fruto na entressafra, algumas cooperativas do Norte de Minas,
assessoram produtores em processos de produgdo, beneficiamento e comercializacdo de
diversos produtos, tais como polpa congelada e diversos tipos de pequi em conserva
(OURO et al., 2006). Com ac¢des dessa natureza consegue-se agregar cerca de 50% do
valor em relacdo ao produto in natura (COOPERATIVA, 2006). O seu 6leo também
pode ser utilizado na producio de combustiveis e lubrificantes, conforme alguns estudos
realizados na USP, Ribeirao Preto, Sao Paulo (USP, 2005). As pesquisas revelam na sua
primeira fase, que misturado ao diesel, ele reduz em 30% a emissdo de poluentes
(NOVA et al., 2006). Encontra-se em fase de testes o biocombustivel, obtido da polpa,
em carros, caminhdes, tratores, geradores de energias elétricas e locomotivas. A
Agéncia Nacional de Petréleo autorizou a mistura de 5% de biocombustivel, extraido do
pequi, no 6leo diesel. A mistura estd sendo testada em carros da Universidade Federal
de Diamantina, da USP de Ribeirdo Preto (USP, 2005).

A sua madeira tem tido diversas utilizagdes na fabricagdo de mdveis rusticos,

caibros, dormentes, moirdes, postes, esteios, xilografia, construcdo civil e em
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embarcagdes, além de outro uso menos indicado, como a produg¢do de carvdao. A
utilizagdo da madeira pode resultar em beneficios para os que a exploram e 0s que se
utilizam dos seus produtos, porém causa danos irrepardveis aos ecossistemas de onde
sdo retiradas em razdo da ndo inexisténcia de programas de manejo e uso da espécie
como madeireira. No Piaui, por exemplo, ji foi constatado um estado avancado de
erradicacdo de plantas para a fabricacdo de carvdo, cercas e utensilios domésticos,
principalmente na regido de Piripiri (CEPA, 1984). A casca, por meio da maceragdo,
produz tanino e uma tintura castanha escura que € utilizada no tingimento artesanal
(RIBEIRO et al., 1982). Algumas vezes, tem sido empregada na alimentacdo de
bovinos, porém, na alimentacio humana é mais til, em virtude do seu elevado teor de
fibra alimentar. Barbosa e Amante (2002) elaboraram e caracterizaram a farinha da
casca tendo encontrado 5,76% de proteina, superior ao da farinha de trigo (1,76%),
1,54% de lipidios, equivalente ao da farinha de trigo (1,3%), com 80% de rendimento
de extracdo. Os carboidratos totais representam 50,94%, superior as polpas de araticum
(21,50%), pequi (19,66%), buriti (17,19%) e mangaba (8,41%) (SANO e ALMEIDA,
1998). O teor de fibra alimentar foi de 39,97%, superior ao encontrado no fuba integral
(1,2%) na farinha de soja integral (3,3%) (EL-DASH et al., 1994) e na polpa de pequi
(11,60%) (SANO; ALMEIDA, 1998).

Além do mais, a busca por fitoterdpicos como alternativa aos quimioterapicos
para tratamento de diversas enfermidades, tem levado a identificacdo de diversas
espécies nativas com potencial de produgdo de substancias de interesse farmacoldgico.
Entre essas, C. brasiliense tem apresentado propriedades terap€uticas no tratamento de
diversas enfermidades, como micoses, em virtude dos efeitos colaterais dos antiftingicos

convencionais, e reducdo dos efeitos adversos da quimioterapia (PASSOS et al., 2002)
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Caracterizacao e Local da Pesquisa

A pesquisa possui carater experimental utilizando ensaio biolégico com intuito
de avaliar o impacto do consumo materno, da polpa e améndoa de pequi durante a
gestacdo e lactagcdo, sobre os pardmetros de comportamento de ansiedade e peroxidacdo
lipidica cerebral da prole. Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de
Nutricdo Experimental (LANEX) e Laboratério de Bromatologia (LABROM) — do
Centro de Educacdo e Saidde (CES) de Universidade Federal de Campina Grande
(UFCG); e no Laboratério de Farmacologia - III/ Universidade Federal do Rio Grande
do Norte- UFRN.

4.2 Aspectos Bioéticos

O protocolo experimental segue as recomendagdes éticas do National Institute of
Health Bethesda (Bethesda, USA), com relacdo aos cuidados com animais, sendo
levado em consideracio o bem-estar dos animais no laboratério, de modo que o
sofrimento e o estresse dos animais experimentais serdo minimizados ao maximo. O
presente protocolo de estudo foi submetido ao Comité de Etica no Uso de Animais
(CEUA) do Centro de Saude e Tecnologia Rural — CSTR / UFCG, com numero de
protocolo ceua/cstr 04/2020.

4.3 Material

O fruto foi adquirido na feira local da cidade de Juazeiro no estado do Ceard
sendo o fruto escolhido aleatoriamente embalado e armazenado para transporte de
forma a garantir a integridade do mesmo até chegar ao seu destino final na Universidade

Federal de Campina Grande campus Cuité- PB.

4.3.1 Processamento do Pequi — Obtenc¢do da Polpa e Améndoa

Para a obtencdo da polpa e améndoa o fruto ao ser adquirido foi selecionado
manualmente a fim de eliminar fruto que apresentassem a sua integridade danificada com
cortes, perfuracdes em sua casca, apds serem selecionados foram higienizados e sanitizado
com solucdo de hipoclorito de sédio e &dgua, posteriormente o fruto foi descascado

manualmente e embalado e mantido sobre refrigeracio para garantir a integridade do fruto.
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O transporte foi realizado em caixas térmicas e gelo para manter a temperatura do pequi
durante o trajeto até a sua chegada em seu destino final.

Em seguida o fruto foi recebido e logo realizado uma segunda sele¢do no fruto para
averiguar a presenca de fruto danificado ou que apresentasse estado de deterioragdo.
Passando por um tratamento térmico simples e de curta duragdo (pré-cozimento) para
facilitar o processamento de despolpamento, foi resfriado em agua corrente e seguida
despolpado manualmente. Sua polpa e os carogos foram levados a secagem em estufa de
circulacao de ar for¢ada a uma temperatura de 60°C por 24h e 48h respectivamente. Apds
esse periodo a polpa foi triturada em liquidificador convencional, embalado a vicuo e
armazenado em freezer para posterior utilizacdo, os carogcos foram partidos a0 meio para
retirada da améndoa de modo manual e a mesma foi triturada em liquidificador
convencional, embalada a vicuo e armazenada em freezer para posterior utilizagao.

A obtenc¢do da polpa e da améndoa para utilizacdo na pesquisa seguiu o fluxograma

abaixo (Figura 3).

Figura 3 — Fluxograma da obtencao da polpa e améndoa do pequi

Aguisicdo
Selecao
Higienizacdo e sanitizacao
Descascamento
Embalagem e Transporte
Recebimento
Nova selegio

Tratamento térmico simples

Despolpamento
Secagem da polpa - Secagem do caroco
Trituracéo Retirada da améndoa
Embalagem ¢ Armarzenamento Trituracdo

Embalagem e Armazenamento

Fonte: autoria prépria
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4.3.2 Analises do Conteudo Total de Antioxidantes da Polpa e Améndoa do Pequi

4.3.2.1 Extracao por Maceracao

Os extratos foram obtidos a partir da amostra previamente moida, pesada (1g) e
transferida para um tubo falcon envolto de papel aluminio com capacidade de 50 mL. A
amostra foi adicionada de solvente metanol 80% na propor¢cdo 1:10 (m/v) e agitada em
vortex por 1 minuto, em seguida mantida em repouso por 24 horas em temperatura
ambiente aproximada de 22 + 2 °C. Apds os extratos foram filtrados em papel filtro
qualitativos e armazenados em frascos ambar em freezer (-18 °C) até o momento das

analises.

4.3.2.2 Determinacio do Teor de Compostos Fenodlicos Totais

Para a determinacdo do teor de fendlicos totais utilizou-se o método de Folin-
Ciocalteu descrito por Singleton et al. (1999) com modificagdes por Roesler (2007).
Para a reacdo colorimétrica, aliquotas de 0,4 mL dos extratos previamente diluidos
foram transferidas para tubos de ensaio e adicionadas de 2,0 mL de solu¢do aquosa do
reativo de Folin-Ciocalteau 0,2 N (diluido na propor¢ao 1:10). Os tubos foram agitados
e deixados em repouso na auséncia de luz por 6 minutos. Apds, adicionou-se 1,6 mL de
carbonato de sédio (Na,CO3) 7,5% (m/v), e os tubos agitados e incubados durante 5
minutos em banho-maria a 50°C. Em seguida, foram resfriados em 4gua para leitura em
espectrofotometro a 760 nm, calibrado com solugdo referéncia de 4cido galico. Foi
preparado um branco nas mesmas condi¢des, porém com substituicdo do extrato pela
solugdo extratora. Os resultados do teor de compostos fendlicos totais foram expressos
em miligramas equivalentes de acido galico/ 100 g de farinha da améndoa e polpa de

pequi (mg EAG/100g).

4.3.2.3 Determinacao do Teor de Flavondides Totais

O teor de flavonoides totais foi determinado de acordo com o método proposto
por Zhishen et al. (1999). Aliquota de 0,5mL dos extratos previamente diluidos foram
colocados em tubos de ensaio e adicionados de 2 mL de dgua destilada. Em seguida
adicionou-se 0,15 mL de nitrito de sdédio (NaNO,) e apds 5 minutos, 0,15 mL de cloreto
de aluminio (AICI3). Os tubos foram deixados em repouso por 6 minutos no escuro e

apo6s adicionado de 2 mL de solucdo de hidréxido de sédio (NaOH) 1M e 1,2 mL de
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dgua destilada. A solucdo foi agitada e a absorbancia lida em espectrofotometro a 510
nm, calibrado com solug¢do referéncia de catequina. Foi preparado um branco nas
mesmas condi¢des, porém com substituicdo do extrato pela solucdo extratora. O teor de
flavonoides totais foi expresso em mg equivalente de catequina/ 100g de farinha da

améndoa e polpa de pequi (mg EC/100g).
4.3.2.4 Método de Captura do Radical ABTS®"

A atividade antioxidante pelo método ABTS®*" (radical 2,2-azino-bis-(3-
etilbenzotiazolina-6-dcido sulfénico) foi realizada conforme metodologia descrita por
Sariburun et al. (2010) com algumas modificacdes. O radical ABTS®" foi formado pela
reacdo da solucdo ABTS 7 mM com a solugdo de persulfato de potdssio 140 mM,
incubados a temperatura de 25°C, no escuro durante 12-16 horas. Uma vez formado o
radical, foi diluido em dgua destilada até obter o valor de absorbancia de 0,700+ 0,020 a
734nm. A partir de cada extrato, foram preparadas seis diluicdes diferentes, em
triplicatas. Em ambiente escuro foi transferido uma aliquota de 15 pL do extrato
previamente diluido para tubos de ensaio contendo 1,5 pL do radical ABTS®". A leitura
realizou-se apds 6 minutos da reacdo a 734nm em espectrofotdmetro. Uma solucio
controle foi preparada conforme o procedimento descrito acima, sem adi¢do da amostra.
Como referéncia, utilizou-se o Trolox e os resultados expressos em pmol equivalentes

de trolox/ g de amostra (umol TEAC g'l).

4.3.2.5 Capacidade Redutora de Ferro — FRAP

Para determinacdo da atividade antioxidante por meio da redugcdo do ferro
(FRAP) utilizou-se a metodologia descrita por Benzie e Strain (1996), adaptada por
Rockembach et al. (2011). O reagente FRAP foi preparado somente no momento da
andlise, através da mistura de 11 mL de tampao acetato (0,3 M, pH: 3,6), 1,1 mL de
solucdo TPTZ (tripiridiltriazina) (10 mM em HCI 40 mM) e 1,1 mL de solucdo aquosa
de cloreto férrico (20 mM). Uma aliquota de 200 pL do extrato previamente diluido foi
adicionada a 1800 pL do reagente FRAP e incubado a 37°C em banho-maria por 30
minutos. Para cada amostra foi realizado um branco, sem adicdo do extrato. As
absorbancias foram medidas ap6s o tempo de incubacdo a 593nm. Como referéncia, foi
utilizado o Trolox e os resultados expressos em pumol equivalentes de trolox / g de

amostra (umol TEAC g'l).
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4.4 ENSAIO BIOLOGICO

4.4.1 Animais e Dietas Experimentais

Vinte e quatro fémeas primiparas da linhagem Wistar (90 dias de vida/250 +
50g) obtidas do Laboratério de Nutricio Experimental do Departamento de Nutri¢do da
Universidade Federal de Campina Grande - LANEX / UFCG. Apés confirmacdo de
prenhes, foram alojadas em gaiolas-maternidade individuais de polipropileno, em
condi¢des-padrdao do laboratério (temperatura de 22 + 1°C, umidade 65 + 5%, ciclo
claro/escuro de 12/12 horas — luz artificial das 6:00 as 18:00 horas). Divididas de forma
randomizada em trés grupos (n=10): Controle (GC) — utilizando com 4dgua destilada;
Polpa de Pequi (PP) — suplementado com 2000 mg de polpa de pequi /Kg de peso do
animal e Améndoa do Pequi (AP) — suplementado com 2000mg de farinha da améndoa
do pequi /kg de peso do animal, sendo administrada a partir do 7° dia de gestacdo até o
21° dia lactac@o. Foi fornecido ragdo padrao (Presence®) controlada e dgua ad libitum.
As ninhadas foram padronizadas em 8(oito) filhotes machos.

Apbs o desmame os filhotes foram mantidos em gaiolas coletivas recebendo
racdo padriao (Presence®) e dgua ad libitum. Aos 35 dias de vida foram submetidos a
testes comportamentais de ansiedade. Dois dias apds o termino dos testes os animais

foram eutanasiados.

Figura 4 - Descric¢do do protocolo experimental

GESTACAO LACTACAQ
| DG1 | DG21 | | DPN1 | DPN21| DPN33 | pyangsia
ACASALAENTO ! | | | | | S |
Testes
comportamentais

GC Agua destilada

GPP Polpa de pequi — 2000mg/peso

GAP Amendoa de pequi — 2000mg/peso
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4.4.2. Avaliacao de Parametros Comportamentais
Os testes comportamentais foram realizados aos 35 dias pds-natal, com a
finalidade de analisar os efeitos da suplementa¢do das maes no desenvolvimento do

SNC na prole.

4.4.2.1 Avaliacdo da Ansiedade Utilizando o Campo Aberto

O Campo Aberto (WALSH & CUMMINS, 1976; PELLOW et al., 1985) fornece
medidas simultaneas de locomocao, exploracdo e ansiedade. O nimero de cruzamentos
de linhas e a frequéncia da criacdo sdo geralmente usados como medidas da atividade
locomotora, mas também sdo medidas de exploracdo e ansiedade. Uma alta frequéncia
desses comportamentos indica aumento da locomoc¢io e exploragdo e um menor nivel
de ansiedade. O numero de entradas na area central e a duracdo do tempo gasto na drea
central sdo medidas de comportamento e ansiedade exploratérios. Uma alta frequéncia
ou duragdo desses comportamentos indica alto comportamento exploratério e baixos
niveis de ansiedade

O teste consiste em uma caixa de madeira quadrada com paredes e piso negros
medindo 60x60x60cm subdivididos em 9 unidades delimitados por linhas brancas,
onde, cada animai foi colocado no centro do campo aberto um animal por vez, onde
permaneceram durante 10 minutos para livre exploragdo. Sendo avaliados os parametros
de ambulacdo (nimero de cruzamentos dos segmentos pelo animal com as quatro
patas), nimero do comportamento de levantar (rearing) e o tempo de permanéncia no
quadrante central do aparato. A locomocao/ambulacdo, assim como o ato de levantar é
observada através da exploracdo for¢cada uma vez que o animal ndo pode escapar da
area de teste, podendo dessa forma avaliar o comportamento de ansiedade (HARRO,
2017; RACHETTI et al., 2013). Antes de iniciar os testes o aparelho foi higienizado
com 4dlcool 70% e papel toalha, sendo higienizado com dlcool 10% a cada troca de
animal para eliminar odor dos animais de modo a ndo interferir no comportamento do
animal seguinte. A manipulacdo dos animais foi realizada sempre pelo mesmo

pesquisador.
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Figura 5— Aparelho de Campo Aberto

Fonte: autoria propria

4.4.2.2 Avaliacdo da Ansiedade Utilizando o Labirinto em Cruz Elevado (EPM)

O EPM ¢ frequentemente utilizado como um modelo experimental para avaliar o
comportamento de ansiedade em roedores (PELLOW, FILE, 1985). O teste consiste em
colocar o animal em um EPM feito de madeira em forma de cruz, elevado do solo,
formado por dois bracos fechados por paredes e dois abertos (perpendiculares aos
primeiros), objetivando analisar a frequéncia de entradas e o tempo gasto pelo animal
em cada tipo de brago, além do tempo de permanéncia na drea central. Quanto a esse
tipo de teste, observa-se que o animal tende a explorar os dois tipos de bragos, entrando
e permanecendo por mais tempo nos bracos fechados, uma vez que os roedores evitam
espacos abertos. Segundo Handley e Mithani (1984) e Pellow e File (1986), a
preferéncia pelos bragos abertos ou fechados é considerada um indicador confidvel de
ansiedade, no qual, quanto maior o nivel de ansiedade, menor € a preferencia pelos
bragcos abertos bem como o tempo de permanéncia nos mesmos, e vice-versa. O teste
ocorreu 24 horas apds o campo aberto com todos os grupos experimentais. O teste

ocorreu da seguinte forma: o animal foi colocado no centro do aparelho, voltado para
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um dos bracos fechados, onde foi permitida a livre exploragdo durante 5 (cinco)

minutos.

Figura 6 - Labirinto em cruz elevada

Fonte: autoria propria

4.4.2.3 Verificagdo de Parametros de Ansiedade Utilizando a Caixa Claro e Escuro

O método consistiu em colocar o animal em uma caixa contendo um luz e um
compartimento escuro (CRAWLEY E GOODWIN, 1980). A caixa de transi¢cdo claro-
escuro € feita de madeira e revestida com material impermeavel com dimensdes totais
de: 27 cm (A) x 45 cm (C) x 27 cm (C) e consiste em dois compartimentos, 0O
compartimento claro com dimensdes maiores (27 x 27 x 27 cm) com o piso dividido em
9 quadrados (9 cm x 9 cm) e o compartimento escuro menor (27 x 18 x 27 cm). Na
divisoria entre os dois compartimentos hd uma abertura central medindo 7 cm x 7 cm.
Esta caixa também possui uma tampa superior, pintada de preto na extensao que cobre o
compartimento escuro. Além disso, uma ladmpada foi usada para iluminar o
compartimento transparente. Durante o teste, animais de 37 dias foram colocados no
centro do compartimento transparente com o focinho voltado para a entrada central.
Uma camera foi posicionada no compartimento transparente para registrar o movimento
do animal naquele compartimento. Cada animal passou 5 minutos na caixa. O aparelho
foi limpo antes e apds o teste com dlcool a 70% e com élcool a 10% em cada troca de

animais. Os seguintes parametros foram avaliados: Numero de entrada no
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compartimento claro; Tempo de permanéncia no compartimento claro; Tempo de

permanéncia no compartimento escuro.

Figura7 — Caixa Claro e Escuro

Fonte: autoria prépria

Todas as sessdes de testes comportamentais foram realizadas no periodo da
manha, no horario das 06hOOminh as 08hOOmin e filmadas com cdmera de videos
instalada sob o aparato e os dados posteriormente associados como indicador dos efeitos

da suplementacdo dietética materna.

4.4.3 Eutanasia e obtencao do tecido cerebral

A eutandsia foi realizada por Exsanguinacdo (pun¢do cardiaca), apods
confirmacdo da eutandsia, foi retirado o cérebro, e imediatamente colocado em uma
superficie com gelo sendo dividido em faixas para posterior andlise do conteido de
malonaldeido (MDA). Os tecidos foram mantidos em - 80 °C até o momento das

analises.

4.4.4 Marcador da peroxidacao lipidica - Malonaldeido (MDA)
As concentracoes de malonaldeido (MDA) foram determinadas no tecido
cerebral dos animais como descrito por Esterbauer e Cheeseman (1990). As amostras

foram descongeladas, picadas e homogeneizadas (Homogeneizador Ultra Stirrer,
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Modelo 80) com tampao Tris HCI (pH = 7,4) na propor¢do 1:5 (m/ v). O homogenato
obtido foi centrifugado a 2500 G por 10 minutos a 4 oC e ao sobrenadante adicionado
reativo cromogénico (1-metil-2-fenilindol e acetonitrila) e 4cido cloridrico (HCI - 37%).
O conteido de MDA foi calculado através da interpolagdo em curva padrdo com o
1,1,3,3 — tetractoxipropano. A leitura das absorbancias foi realizada em Leitor de
microplacas Polaris® (Celer Biotecnologia S. A.) a 586 nm e dados expressos em nmol/
g de tecido. Todos os reagentes foram adquiridos pela Sigma-Aldrich® (St Louis, MO,
EUA).

4.5 ANALISES ESTATISTICAS
Os resultados foram expressos em média + desvio padrio (DP) ou e
analisados pelo ANOVA One Way, para comparagdo entre os grupos. Foi considerado o

nivel de significancia para rejeicao da hipdtese nula de p<0,05.
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5 RESULTADOS
Os resultados obtidos na presente pesquisa estdo apresentados como artigo

cientifico, que serd submetido de acordo com as normas das revistas.

ARTIGO: O consumo materno de polpa de pequi durante a gestacio e lactacao
induz comportamento ansiolitico e reduz peroxidacao lipidica no tecido cerebral
da pole de ratos. Serd submetido a Revista Food & Function, ISSN: 2042-650. Fator de
impacto: 3.289.
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O consumo materno de polpa de pequi durante a gestacao e lactacao induz
comportamento ansiolitico e reduz peroxidacao lipidica no tecido cerebral da prole

de ratos

RESUMO

O pequi (Caryocar Brasiliense camb.) é um fruto tipico do cerrado brasileiro, fonte de
acidos graxos essenciais, vitaminas e compostos fendlicos. O presente estudo objetivou-
se analisar os efeitos do consumo deste fruto sobre o comportamento de ansiedade e
peroxidacao lipidica no cérebro de ratos cujas maes foram tratadas com 2000mg/kg de
peso com a polpa ou a améndoa do pequi por via orogdstrica durante a gestacdo e
lactagdo. Os parametros de ansiedade foram avaliados utilizando o campo aberto,
labirinto em cruz elevado (LCE) e caixa claro/escuro, o cérebro foi removido e utilizado
para aferir os niveis de malonaldeido. Os dados foram analisados utilizando ANOVA
One-way (p < 0,05). No campo aberto os animais do grupo polpa de pequi mostraram
maior atividade exploratéria comparada ao grupo améndoa. No LCE os animais do
grupo polpa entraram mais vezes, nos bracos abertos, permaneceram por maior tempo
nos bragos abertos de no centro comparado ao grupo améndoa. Na caixa claro e escuro
os animais de grupo polpa entraram mais vezes € permaneceram mais tempo no lado
claro diferente do grupo améndoa. Apenas os animais do grupo polpa de pequi
apresentaram menor peroxidacao lipidica no cérebro. Podemos concluir que a polpa do
pequi possui propriedades que protegem o tecido cerebral e que seu consumo o
consumo durante a gestacdo e lactacdo reduz peroxidagdo lipidica no tecido cerebral e

induz comportamento ansiolitico na pole de ratos.

Palavras- chave: Acidos Graxos, Estresse oxidativo, acido ol€éico, ansiedade.
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1 INTRODUCAO

A alimentacdo adequada € essencial para o desenvolvimento normal do
organismo, pois este fornece os nutrientes necessarios, sem eles o desenvolvimento é
prejudicado (WALKER, 2005). A formacdo do cérebro é caracterizada por etapas que
compreende neurogénese, migracdo neural, apoptose seletivo, sinaptogénese,
finalizando com a mielinizacdo. Essas etapas sdo sequenciais e ddo forma e
funcionalidade ao tecido cerebral (MORGANE et al., 1993). A formacdo e maturagcdo
do sistema nervoso central iniciam-se ainda na fase intrauterina e vai até os primeiros
anos de vida (MARTINEZ, 1992). A disponibilidade de nutrientes da mae é de extrema
importancia para a formacao do concepto, esses nutrientes sdo passados ao feto através
da placenta (BRENT et al., 2014) e apds o nascimento pelo leite materno (WOLF,
2003). Os acidos graxos sdo os principais constituintes do sistema nervoso central
(HORROCKS; FAROOQUI, 2004; LEHNINGER et al, 1998). Sao responsaveis pelo
aumento na fluidez da membrana e plasticidade sindptica que contribui para as funcdes

cerebrais (MITCHEL et al, 2003; MURPHY, 1990).

Estudos mostram que os &4cidos graxos também atuam como antioxidantes
nutricionais (CHOIN-KWON et al., 2004; HOSSAIN et al.,, 1999) assim como as
vitaminas antioxidantes C e E, os carotendides e os compostos fendlicos (BROINIZI et
al., 2008) que atuam reduzindo a peroxidagao lipidica no tecido cerebral. A peroxidagdo
lipidica é a consequéncia do estresse oxidativo. O aumento do estresse oxidativo estd
diretamente relacionado com distirbios comportamentais como a ansiedade. (GUNEY
et al, 2014; YAN et al., 2016) pois o cérebro € particularmente vulnerdvel a danos
oxidativos devido principalmente ao seu grande conteido em dcidos graxos
poliinsaturados, alto consumo de oxigénio e atividade mitocondrial, bem como sua
menor capacidade antioxidante em comparacdo com outros 6rgaos e tecidos (GAGO;
SANTAMARIA; TUNEZ, 2014). Esse estresse altera a composi¢do e o funcionamento
das membranas celulares cerebrais, reduzindo a arborizacdo dendrittica nas regides do
hipocampo, amigdala e cortex pré-frontal que sdo responsaveis pelo comportamento de

ansiedade e depressao (LUPIEM et al., 2009).

O pequi € um fruto oriundo do cerrado brasileiro, comumente consumido pela

populacdo dessa regido, constituido por exocarpo de coloracdo marrom esverdeada,
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mesocarpo externo formado por uma polpa branca e mesocarpo interno, por¢ao
comestivel do fruto, de coloracdo amarelo-claro a alaranjado escuro. O endocarpo
espinhoso do pequi protege a semente comestivel, que é revestida por um tegumento
fino e marrom (ARAUJO, 1995; SILVA e MEDEIROS FILHO, 2006). E um alimento
rico em carotendides, vitamina C e lipidios monoinsaturados majoritariamente o dcido
oleico que € um acido graxo insaturado essencial para o organismo (ALMEIDA;
SILVA, 1994; RODRIGUES; AMAYA, 1997). Essas caracteristicas sugerem que o
pequi possua compostos que protegem a fracdo lipidica neuronal da oxida¢do. Com isso
esse estudo visa analisar os efeitos do consumo da polpa e da améndoa do pequi sobre
os parametros de ansiedade e peroxidagdo lipidica cerebral na prole de ratas tratadas

durante a gestacao e lactacdo.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1Caracterizacao e local da pesquisa

A pesquisa possui cardter experimental utilizando ensaio biolégico, conduzidos
no Laboratério de Nutricdo Experimental (LANEX) e Laboratério de Bromatologia
(LABROM) — CES/UFCG; e no Laboratoério de Farmacologia - III/UFRN.

O protocolo experimental segue as recomendacdes éticas do National Institute of
Health Bethesda (Bethesda, USA), com relacdo aos cuidados com animais, sendo
levado em consideracio o bem-estar dos animais no laboratério, de modo que o
sofrimento e o estresse dos animais experimentais serdo minimizados ao maximo. O
presente protocolo de estudo foi submetido ao Comité de Etica no Uso de Animais
(CEUA) do Centro de Saude e Tecnologia Rural — CSTR / UFCG, com numero de
protocolo CEUA/CSTR N°04/2020.

2.2 Material

O fruto foi adquirido na feira local da cidade de Juazeiro no estado do Ceara
sendo selecionado manualmente, higienizados e sanitizado com soluc@o de hipoclorito
de sédio na concentragdo de 2,0 a 2,5% e dagua, posteriormente foi descascado
manualmente com o auxilio de uma faca de aco inoxiddvel, submetido a um tratamento
térmico simples 70°C (pré-cozimento), resfriado em agua corrente e seguida despolpado

manualmente com uma faca de aco inoxiddvel. Sua polpa e os carogos foram levados a
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secagem em estufa de circulagdo de ar forcada a uma temperatura de 60°C por 24h e
48h respectivamente. Apds esse periodo a polpa foi triturada em liquidificador
convencional, embalado a vicuo e armazenado em freezer a -18°C para posterior
utilizagdo, os carogos foram partidos ao meio para retirada da améndoa de modo manual
e a mesma foi triturada em liquidificador convencional, embalada a vicuo e armazenada

em freezer a -18°C para posterior utilizagao.

2.3Analises do contetido de antioxidantes totais da polpa e améndoa de pequi

2.3.1Extragao por Maceragdo

Os extratos foram obtidos a partir da amostra previamente moida, pesada (1g) e
transferida para um tubo falcon envolto de papel aluminio com capacidade de 50 mL. A
amostra foi adicionada de solvente metanol 80% na propor¢do 1:10 (m/v) e agitada em
vortex por 1 minuto, em seguida mantida em repouso por 24 horas em temperatura
ambiente aproximada de 22 + 2 °C. Apds os extratos foram filtrados em papel filtro
qualitativos e armazenados em frascos ambar em freezer (-18 °C) até o momento das
andlises.
2.3.2 Determinagdo do Teor de Compostos Fendlicos Totais

Para a determinacdo do teor de fendlicos totais utilizou-se o método de Folin-
Ciocalteu descrito por Singleton et al. (1999) com modificacdes por Roesler (2007). Os
extratos previamente diluidos foram transferidas para tubos de ensaio e adicionadas de
2,0 mL de solug@o aquosa do reativo de Folin-Ciocalteau 0,2 N, agitados e deixados em
repouso em auséncia de luz por 6 minutos, depois adicionou-se 1,6 mL de carbonato de
sodio (Na,CO3) 7,5% (m/v), agitados-os e incubados durante 5 minutos em banho-maria
a 50°C. Em seguida, foram resfriados em dgua para leitura em espectrofotometro a 760
nm, calibrado com solucdo referéncia de acido galico. Os resultados foram expressos
em miligramas equivalentes de acido gdlico/ 100 g de farinha da améndoa e polpa de

pequi (mg EAG/100g).

2.3.3 Determinacao do Teor de Flavonoéides Totais

O teor de flavonoides totais foi determinado de acordo com o método proposto
por Zhishen et al. (1999). Aliquota de 0,5mL dos extratos previamente diluidos foram
colocados em tubos de ensaio e adicionados de 2 mL de dgua destilada, seguido de 0,15

mL de nitrito de sédio (NaNO;) e apdés 5 minutos, 0,15 mL de cloreto de aluminio
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(AICI3), foram deixados em repouso por 6 minutos no escuro e apds adicionado de 2
mL de solucdo de hidréxido de sédio (NaOH) 1M e 1,2 mL de 4gua destilada. A
solucdo foi agitada e a absorbancia lida em espectrofotometro a 510 nm, calibrado com
solugdo referéncia de catequina. O teor de flavonoides totais foi expresso em mg

equivalente de catequina/ 100g de farinha da améndoa e polpa de pequi (mg EC/100g).

2.3.4 Método de captura do radical ABTS®"

A atividade antioxidante pelo método ABTS®" (radical 2,2-azino-bis-(3-
etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico) foi realizada conforme metodologia descrita por
Sariburun et al. (2010) com algumas modificacdes. O radical ABTS®" foi formado pela
reacdo da solucio ABTS 7 mM com a solugdo de persulfato de potdssio 140 mM,
incubados a temperatura de 25°C, no escuro durante 12-16 horas, posteriormente
diluido em 4gua destilada até obter o valor de absorbancia de 0,700+ 0,020 a 734nm. A
partir de cada extrato, foram preparadas seis dilui¢des diferentes, em triplicatas. Em
ambiente escuro foi transferido uma aliquota de 15 pL do extrato previamente diluido
para tubos de ensaio contendo 1,5 uL do radical ABTS®". A leitura realizou-se apés 6
minutos da reacdo a 734nm em espectrofotometro. Uma solucdo controle foi preparada
conforme o procedimento descrito acima, sem adi¢do da amostra. Como referéncia,
utilizou-se o Trolox e os resultados expressos em pmol equivalentes de trolox/ g de

amostra (umol TEAC g'l).

2.3.5 Capacidade Redutora de Ferro — FRAP

Para determinacdo da atividade antioxidante por meio da reducdo do ferro
(FRAP) utilizou-se a metodologia descrita por Benzie e Strain (1996), adaptada por
Rockembach et al. (2011). O reagente FRAP foi preparado somente no momento da
andlise, através da mistura de 11 mL de tampao acetato (0,3 M, pH: 3,6), 1,1 mL de
solugdo TPTZ (tripiridiltriazina) (10 mM em HCI 40 mM) e 1,1 mL de solucdo aquosa
de cloreto férrico (20 mM). Uma aliquota de 200 pL do extrato previamente diluido foi
adicionada a 1800 uL do reagente FRAP e incubado a 37°C em banho-maria por 30
minutos. Para cada amostra foi realizado um branco, sem adi¢do do extrato. As
absorbéncias foram medidas apds o tempo de incubagdo a 593nm. Como referéncia, foi
utilizado o Trolox e os resultados expressos em pumol equivalentes de trolox / g de

amostra (umol TEAC g™).
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2.4 Ensaio Biologico

2.4.1 Animais e dietas experimentais

Fémeas primiparas da linhagem Wistar (90 dias de vida/250 + 50g) obtidas do
Laboratério de Nutricdo Experimental do Departamento de Nutricdo da Universidade
Federal de Campina Grande - LANEX / UFCG. Foram acasaladas na propor¢ao de um
macho para cada fémea. Apds confirmagdo de prenhes, foram alojadas em gaiolas-
maternidade individuais de polipropileno, em condi¢des-padrio do laboratério
(temperatura de 22 + 1°C, umidade 65 + 5%, ciclo claro/escuro de 12/12 horas — luz
artificial das 6:00 as 18:00 horas).As amostras foram divididas de forma randomizada
em trés grupos (n=10): Controle (GC) — 4gua destilada; Polpa de Pequi (PP) — tratadas
com 2000 mg de polpa de pequi /Kg de peso do animal e Améndoa do Pequi (AP) —
tratadas com 2000mg de farinha da améndoa do pequi /kg de peso do animal, sendo
administrada a partir do 7° dia de gestacdo até o 21° dia lactacdo através de sonda
orogastrica. Foi fornecido racdo padrdo (Presence®) e dgua ad libitum. As ninhadas
foram padronizadas em 10(dez) filhotes machos.

Ap6s o desmame os filhotes foram mantidos em gaiolas coletivas recebendo
racdo padrido (Presence®) e dgua ad libitum. Aos 35 dias de vida foram submetidos a
testes comportamentais de ansiedade. Dois dias apds o termino dos testes os animais

foram eutanasiados.

2.4.2 Avaliacdo de parametros comportamentais

2.4.2.1Avaliacdo da Ansiedade Utilizando o Campo Aberto

Modelo experimental descrito por WALSH & CUMMINS, (1976); PELLOW et
al., (1985), consiste em uma caixa de madeira quadrada com paredes e piso negros
medindo 60x60x60cm subdivididos em 9 unidades delimitados por linhas brancas,
onde, cada animai foi colocado no centro do campo aberto um animal por vez, onde
permaneceram durante 10 minutos para livre exploragdo. Sendo avaliados os parametros
de ambulagdo (ndmero de cruzamentos dos segmentos pelo animal com as quatro
patas), nimero do comportamento de levantar (rearing) e o tempo de permanéncia no
quadrante central do aparato. Antes de iniciar os testes o aparelho foi higienizado com

alcool 70% e papel toalha, sendo higienizado com édlcool 10% a cada troca de animal

51



para eliminar odor dos animais de modo a nao interferir no comportamento do animal

seguinte. A manipula¢c@o dos animais foi realizada sempre pelo mesmo pesquisador.

2.4.2.2 Avaliacao da Ansiedade Utilizando o Labirinto em Cruz Elevado (EPM)
Descrito por PELLOW, FILE, (1985), consiste em colocar o animal em um EPM
feito de madeira em forma de cruz, elevado do solo, formado por dois bracos fechados
por paredes e dois abertos (perpendiculares aos primeiros), objetivando analisar a
frequéncia de entradas e o tempo gasto pelo animal em cada tipo de braco, além do
tempo de permanéncia na drea central. O animal foi colocado no centro do aparelho,
voltado para um dos bracos fechados, onde foi permitida a livre exploracdo durante 5

(cinco) minutos.

2.4.2.3 Verificacao de parametros de ansiedade utilizando a Caixa Claro e Escuro
A caixa de transi¢do claro-escuro € feita de madeira e revestida com material
impermeédvel com dimensdes totais de: 27 cm (A) x 45 cm (C) x 27 cm (C) e consiste
em dois compartimentos, 0 compartimento claro com dimensdes maiores (27 x 27 x 27
cm) com o piso dividido em 9 quadrados (9 cm X 9 cm) e o compartimento escuro
menor (27 x 18 x 27 cm). Na divisdria entre os dois compartimentos ha uma abertura
central medindo 7 cm x 7 cm. Esta caixa também possui uma tampa superior, pintada de
preto na extensdao que cobre o compartimento escuro, € uma lampada utilizada sobre o
compartimento claro. Uma camera foi posicionada no compartimento transparente para
registrar o movimento do animal naquele compartimento. Cada animal passou 5
minutos na caixa. O aparelho foi limpo antes e apds o teste com dlcool a 70% e com
alcool a 10% em cada troca de animais. Os seguintes parametros foram avaliados:
Numero de entrada no compartimento claro; Tempo de permanéncia no compartimento

claro; Tempo de permanéncia no compartimento escuro.

2.4.3 Eutanasia e obteng¢ao do tecido cerebral

A eutandsia foi realizada por Exsanguinacdo (pun¢do cardiaca), apods
confirmacdo da eutandsia, foi retirado o cérebro, e imediatamente colocado em uma
superficie com gelo sendo dividido em faixas para posterior andlise do conteido de
malonaldeido (MDA). Os tecidos foram mantidos em - 80 °C até o momento das

analises
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2.4.4 Marcador da peroxidagao lipidica- Malonaldeido (MDA)

As concentracoes de malonaldeido (MDA) foram determinadas no tecido
cerebral dos animais como descrito por Esterbauer e Cheeseman (1990). As amostras
foram descongeladas, picadas e homogeneizadas (Homogeneizador Ultra Stirrer,
Modelo 80) com tampao Tris HCl (pH = 7,4) na propor¢do 1:5 (m/ v). O homogenato
obtido foi centrifugado a 2500 G por 10 minutos a 4 °C e ao sobrenadante adicionado
reativo cromogénico (1-metil-2-fenilindol e acetonitrila) e 4cido cloridrico (HCI - 37%).
O conteido de MDA foi calculado através da interpolagdo em curva padrdo com o
1,1,3,3 — tetractoxipropano. A leitura das absorbancias foi realizada em Leitor de
microplacas Polaris® (Celer Biotecnologia S. A.) a 586 nm e dados expressos em nmol/
g de tecido. Todos os reagentes foram adquiridos pela Sigma-Aldrich® (St Louis, MO,
EUA).

3 ANALISES ESTATISTICAS

Os resultados foram expressos em média + desvio padrao (DP) ou erro padrao
da média (EPM) e analisados pelo ANOVA One Way, seguido de teste de Tukey, para
comparacdo entre os grupos. Foi considerado o nivel de significincia para rejeicdo da

hipétese nula de p< 0,05.

4 RESULTADOS

4.1 Compostos fendlicos, flavonoides totais e atividade antioxidante total da polpa e
améndoa do pequi

Quanto aos teores a polpa do pequi apresentou maior teor de fendlicos totais e
flavonoides totais em sua composicdo em compara¢do a améndoa, bem como uma

maior atividade antioxidante.

Tabela 1 — Compostos fendlicos, flavondides totais e atividade antioxidante total da
polpa de pequi e améndoa do pequi.

Polpa de Pequi Ameéndoa de Pequi
Fendlicos Totais 120,48 (£2,942)* 75,69 (£1,471)
(mg AGE/100g)
Flavonoéides Totais 15,23 (0,735)* 4,50 (+0,297)
(mg CE/100g)
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Atividade Antioxidante

FRAP (umol TE/g) 0,075 (£0,000)* 0,049 (+0,000)
ABTS (umol TE/g) 5,21 (+0,000)* 3,06 (+0,000)

Fonte: autoria propria (2020)

4.2 Avaliacido de parametros de ansiedade

4.2.1 Campo aberto

Na ambulacdo, o grupo polpa apresentou uma maior atividade exploratéria
quando comparado aos grupos controle e améndoa (p<0,05) (Figura 1 A).

Quanto ao rearing o grupo controle apresentou maior atividade que os demais
grupos, contudo, o grupo polpa realizou mais rearing do que o grupo améndoa (p<0,05)
(Figura 1 B).

Ja na taxa de permanéncia no centro do campo aberto o grupo polpa apresentou
uma maior porcentagem quando comparado aos demais grupos analisados. O grupo

améndoa permaneceu menos tempo no centro do campo aberto comparado ao controle

(p<0,05) (Figura 1 C).
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Figura 1 — Avaliacdo de parametros de ansiedade realizados no campo aberto de
animais tratados com améndoa ou polpa de Pequi durante a fase inicial da vida. Foi
verificada a locomog¢do (A), rearing (B) e taxa de permanéncia na drea central (C). Os
dados foram expressos como média £ DP, n = 10 por grupo (ANOVA One-way); (p

<0,05), *versus grupo controle #versus grupo améndoa.
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4.2.2 labirinto em Cruz Elevado

Foram avaliados o numero de entradas nos bragcos abertos, a taxa de
permanéncia nos bracos abertos e o tempo de permanéncia na drea central do aparato.

Os animais de ambos 0s grupos experimentais entraram mais nos bragos abertos
quando comparado ao grupo controle (p< 0,05) (Figura 2 A), porém niao houve
diferenca no percentual de permanéncia entre os grupos (Figura 2 B).

Quanto ao tempo de permanéncia dos animais no centro do labirinto em cruz
elevado, os animais do grupo polpa permaneceram por maior tempo comparado aos

outros grupos. O grupo améndoa nao diferiu do grupo controle. (p<0,05) (Figura 2 C).
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Figura 2 — Avaliacdo do desempenho da prole de ratos que foram suplementados com
améndoa e polpa de pequi durante a gestacdo e lactacdo no labirinto em cruz elevado
onde foi aferido o numero de entrada bracos abertos (A), a taxa de permanéncia bracos
abertos (B) e o tempo no centro (C). Os dados foram expressos como média = DP, n =
10 por grupo (ANOVA One- way); (p<0,05), *versus grupo controle #versus grupo

améndoa.

4.2.3 Caixa Claro e Escuro

Utilizando caixa claro e escuro, foi analisado o numero de entradas no
compartimento claro, o tempo de permanéncia no compartimento claro e o tempo de
permanéncia no compartimento escuro.

O grupo polpa apresentou maior numero de entradas e permanéncia no
compartimento claro em relacdo aos grupos controle e améndoa (p<0,05) (figuras 3 A e
B). Quanto ao tempo de permanéncia no compartimento escuro, o grupo polpa

permaneceu menos tempo na drea escura da caixa claro-escuro (p<0,05) (Figura 3 C).
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Figura 3 — Desempenho da prole de ratos que receberam améndoa e polpa de Pequi
durante a gestag@o e lactacdo na caixa claro e escuro onde foi aferido o (a) numero de
entrada na drea clara, (b) o tempo de permanéncia na 4rea clara e (c) tempo de
permanéncia na drea escura. Os dados foram expressos como média + DP, n = 10 por

grupo (ANOVA One- way); (p<0,05) *versus grupo controle #versus grupo améndoa.

4.3 Marcador de peroxidacao lipidica cerebral — Malonaldeido
Os animais do grupo polpa apresentaram um menor indice de peroxidacdo
lipidica comparado aos grupos controle e améndoa mostrando dessa forma um efeito

protetor no tecido cerebral dos animais contra o estresse oxidativo (p<0,05) (Figura 4).
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Figura 4 — Concentracdo de Malonaldeido. Os dados foram expressos como média +
DP, n = 10 por grupo (ANOVA One- way); (p <0,05), *versus grupo controle #versus

grupo améndoa.
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5 DISCUSSAO

Na presente pesquisa foi investigado como o consumo da polpa e améndoa de
Pequi quando ofertado a ratas durante a fase inicial podem afetar o funcionamento
cerebral da prole. Os dados mostraram um comportamento tipo ansiolitico e uma
redugdo na peroxidagdo lipidica na prole de maes que receberam a polpa. Do ponto de
vista nutricional, sabe-se que a polpa e a améndoa do pequi apresentam elevado teor de
lipidios, compardvel ao do abacate, acai e buriti (ALMEIDA; SILVA, 1994), porém a
polpa possui mais 4acidos graxos essenciais, além de apresentar maiores teores de
compostos fendlicos e antioxidantes e carotenoide comparado a améndoa (LIMA,
2007). O comportamento de ansiedade foi avaliado utilizando o campo aberto, labirinto

em cruz elevada e a caixa de transi¢do claro/escuro.

Utilizando o campo aberto, verificou-se um aumento na ambulagcdo dos animais
que consumiram a polpa do pequi. Embora que no rearing a atividade tenha sido menor
quando comparado ao controle, ela foi maior quando comparada aos animais tratados
com a améndoa. Pesquisa utilizando ratos adultos exercitados investigando os efeitos do
consumo de uma dieta fonte de CLA, n3o observou aumento do rearing nos animais
sedentdrios, apenas nos exercitados (Barbosa et al, 2018). Estudo similar investigando
os efeitos do 4cido linoleico conjugado na prole de ratas tratadas durante a gestacdo e
lactagdo, verificou um aumento no rearing da prole, sem afetar a ambulacdo (Queiroz et
al., 2019). Sendo assim, a polpa de Pequi induziu um comportamento tipo ansiolitico na
prole da ratos, quando avaliado este parametro. O trabalho de Queiroz et al., (2019)
reforca os efeitos do consumo materno de dietas fontes de lipideos insaturados, como os
lipideos achados na polpa de Pequi e como este nutriente pode alterar o funcionamento
cerebral da prole.

Analisando a atividade locomotora e a taxa de explora¢do dos animais no centro
do campo aberto, o que caracteriza uma maior atividade exploratéria, os animais cujas
maes receberam a polpa do pequi apresentaram maior locomog¢do e maior afinidade ao
centro do aparato quando comparado aos demais grupos. Longhi et al.(2018) em seu
estudo investigando os efeitos de dietas contendo 4cidos graxos trans, observaram
reducdo na atividade locomotora e maior aversdo ao centro do aparato caracterizando
um efeito ansiogénico. A gordura fonte de 4cidos graxos trans compromete o
funcionamento do sistema nervoso quando ofertado na fase inicial da vida (BORBA et

al., 2010), como confirmado no experimento de Longhi et al., (2018). No presente

57



estudo, a polpa de Pequi € fonte de 4cidos graxos essenciais, o que favorece a adequada
estruturacdo dos neur6nios e consequentemente o funcionamento cerebral (CHEN; SU,
2013).

Analisando os dados coletados utilizando o labirinto em cruz elevada
(PELLOW; FILE, 1985), no presente estudo observou-se que os animais dos grupos
experimentais entraram mais vezes nos bracos abertos do aparato, ndo havendo
diferenga entre eles, quando avaliado a taxa de permanéncia nos bragos abertos. Mas
quanto a permanéncia na drea central do aparato os animais do grupo polpa de pequi
permaneceram por mais tempo. Queiroz, (2019) em seu estudo observou que os
animais cujas maes receberam a dieta com CLA apresentou uma maior entrada e tempo
de permanéncia nos bragos aberto do labirinto em cruz elevada, € um maior tempo em
sua area central, mostrando um efeito ansiolitico induzido pelo consumo materno desses
acidos graxos. Soares et al., (2013), identificou a o lipidio presente no leite de cabra
proporcionou um efeito ansiolitico em filhotes de ratas suplementadas durante a
gestacdo e lactacdo. Pudell et al., (2014) em seu estudo utilizou ratos tratado com dleo
de peixe e observaram diminui¢do no comportamento de ansiedade. Esses achados
confirmam que uma dieta materna deficiente de acidos graxos essenciais no periodo de
formagdo e desenvolvimento neuronal desencadeia um excessivo comportamento de
ansiedade na idade adulta (CHEN; SU, 2013) por outro lado quando consumido em
quantidade necessaria promove um comportamento tipo ansiolitico.

Os 4cidos graxos, como os encontrados no Pequi, podem se ligar a um receptor
que esta associado aos canais de cloreto no cérebro, o dcido gama-aminobutirico-A
(GABAA) que atuam controlando o comportamento ansiolitico (RODRIGUEZ-
LANDA et al., 2013; CONTRERAS et al., 2014).

Os animais do grupo polpa na caixa claro e escuro do presente estudo,
apresentaram maiores numero de entradas e permanéncia no compartimento claro.
Queiroz, (2019) observaram nos filhotes cujas maes foram tratadas com CLA um maior
numero de entradas dos animais na parte clara, porém ndo houve maior permanéncia. O
teste utilizando caixa claro / escuro se baseia na aversdo inata que os roedores possuem
por areas iluminadas e no seu comportamento exploratorio espontaneo em resposta a
estressores leves (CRAWLEY; GOODWIN, 1980). O consumo de dieta hiperlipidica
possui efeito neurotéxico, tendo como resultado o desenvolvimento de transtornos
comportamentais como a ansiedade na fase adulta (SASSAKI, 2013). Contudo, uma

dieta contendo 4cidos graxos essenciais promove efeito contrario, protegendo o tecido
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cerebral durante a sua formacdo e manutengdo, evitando e/ou diminuindo a ansiedade
(MALLICK; BASAK; DUTTAROQY, 2019).

Estudos afirmam que niveis elevados de ansiedade estdo diretamente
relacionados com o aumento do estresse oxidativo no cérebro (GUNEY ET AL., 2014;
YAN ET AL., 2016; ERCAN ET AL., 2017). O estresse oxidativo nada mais € do que
o desequilibrio entre moléculas oxidantes e antioxidantes provocando danos celulares,
esse desequilibrio pode gerar danos aos lipidios, proteinas, carboidratos, &acidos
nucléicos e outras substancias oxidaveis (BROINIZI et al, 2008). A peroxidacao lipidica
€ a consequéncia do estresse oxidativo mais comumente estudada, pois essa promove
uma reagdo em cadeia nos dcidos graxos poli-insaturados das membranas celulares,
alterando a sua integridade, fluidez e permeabilidade (STAHL, 2001). O cérebro ¢
altamente susceptivel a oxidagdo causada pelos radicais livres, por possuir baixa
capacidade antioxidante e um alto consumo de oxigénio (BROINIZI et al, 2008). Os
acidos graxos e os compostos antioxidantes possuem efeito protetor, promovendo a
redugdo da peroxidacio lipidica (BASIRICO et al., 2015; BASIRICO et al., 2017). Essa
acdo protetora pode evitar danos cerebrais e prevenir transtornos neuroldgicos, como de

ansiedade (STEENKAMP et al, 2017).

O malonaldeido € produto das principais reagdes em cadeia relacionadas com a
oxidagdo de 4cidos graxos poli-insaturados. Estudos demonstram que o malonaldeido
possui agdo citotoxica e genotoxica sendo encontrado em niveis elevados em patologias
associadas ao estresse oxidativo (ANDRADE et al, 2005). No presente estudo
observamos que o consumo da polpa do pequi, diminuiu os niveis de MDA no cérebro

dos animais, demonstrando assim um efeito antioxidante desta parte do fruto.

Estudos realizados com diferentes fontes de dcidos graxos poli-insaturados
relatam efeito protetor contra a peroxidagao lipidica assim como o resultado encontrado
com o pequi. Como mostra o trabalho de Campos et al (2011), que testou diferentes
concentragdes de Omega 3 em camundongos e redugdo nos niveis de malonaldeido no
tecido cerebral (MDA) nos grupos tratados. No estudo de Novelli (2006) foi verificado
que uma dieta pobre em 4cidos graxos poli-insaturados (AGPI), mas rica em carboidrato
induz diminuic¢do nos teores de antioxidantes totais no soro de animais. Por outro lado,
dieta fonte de CLA ofertada durante a fase inicial da vida induziu redu¢cdo do MDA no
tecido cerebral da prole, como o encontrado na presente pesquisa. Murphy e Mercer

(2013) relatam que alimentos ricos em agucares, podem induzir um comportamento tipo
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ansiogénico, assim como encontrado por Novelli (2006). Por outro lado, dietas fontes de
acidos graxos insaturados como a utilizada por Queiroz et al., (2018) podem provocar
uma reduc¢do na peroxidac¢do lipidica com consequente reducao da ansiedade.

Estes achados acontecem porque o estresse altera a composicdo e o
funcionamento das membranas celulares cerebrais, levando a uma reducdo da
arborizacdo dendriticas nas regides do giro do cingulo, hipocampo, regido da amigdala e
cortex pré-frontal que predispdem a comportamentos de ansiedade e depressdao
(LUPIEM et al, 2009). Sendo assim, os efeitos na redu¢do do MDA com consequente
reducdo da ansiedade encontrada no grupo tratado com a polpa de pequi se justifica pela
polpa de pequi ser rica em 4cidos graxos insaturados, carotendides, compostos fendlicos
e flavonoides, o que elevada significativamente a capacidade antioxidante da mesma
(KUSKOSKI et al., 2005). Essa mesma atividade antioxidante ndo foi encontrada na
améndoa, porém o consumo da améndoa ndo foi capaz de induzir aumento da
peroxidacao lipidica com consequente comportamento ansiogénico, o que é um fator

positivo para o consumo desta parte do Pequi.
6 CONCLUSAO

Com base no exposto, a polpa do pequi (Caryocar brasiliense) em relagdao a
améndoa proporcionou uma reducdo da peroxidagdo lipidica no tecido cerebral e
induziu comportamento ansiolitico na pole de ratos quando tratados durante a fase

inicial da vida.
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