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RESUMO

MELO, P. C. M. F. Influéncia do o6leo de pequi (Caryocar brasiliense) sobre o
desenvolvimento fisico, reflexo e somatico da prole de ratas tratadas durante a gestacao e
lactacao. 2019. 42f. Trabalho de Conclusdo de Curso (Graduaciao em Nutri¢do) — Universidade
Federal de Campina Grande, Cuité, 2019.

A gestacdo e lactagdo sdo considerados periodos criticos do desenvolvimento neonatal, que
envolve alta demanda energética devido a formacdo dos tecidos fetais e amadurecimento do
sistema nervoso. Um nutriente essencial para esta fase da vida sao os lipidios dietéticos. Uma
fonte dietética em potencial € o 6leo de pequi por possuir quantidades significativas de dcidos
graxos insaturados, a exemplo do 4cido oleico que possui papel fundamental na neurogénese.
Diante do exposto, com este trabalho objetivou-se avaliar o impacto da suplementagdo do 6leo
de pequi durante a gestacdo e lactagdo sobre o desenvolvimento do sistema nervoso da prole.
Foram utilizadas fémeas primiparas, para obtencdo dos ratos lactentes. Os animais foram
divididos em dois grupos: Grupo Controle (GC) suplementado com de dgua destilada e Grupo
Oleo de Pequi (GP) suplementados com o Gleo de pequi, ambos os grupos receberam 1.000
mg/kg de peso do animal. Foram registrados diariamente o peso e o tamanho da cauda do
animal. Para a avaliacio do desenvolvimento avaliou-se os seguintes reflexos:
Desaparecimento da Preensdo Palmar (DPP) e aparecimentos das seguintes respostas:
Recuperacdo Postural de Decubito (RDP), Colocagdo Espacial Desencadeada Pelas Vibrissas
(CPV), Aversao ao Precipicio (AVP), Geotaxia Negativa (GN), Resposta ao Susto (RS) e
Recuperacdo do Decubito em queda livre (RDQL). Os parametros somaticos mensurados
foram: Abertura do Pavilhao Auricular (APA), Abertura do Conduto Auditivo (ACA), Abertura
dos Olhos (AO), Erup¢ao dos Dentes Incisivos Superiores (EIS), Erup¢ao dos Dentes Incisivos
Inferiores (EII) e Aparecimento dos Pelos Epidérmicos (APE), além do peso e Comprimento
da Cauda (CC). O tempo de observacao para todos os testes foram de 10 segundos. Os animais
do GC apresentaram maior ganho de peso em relagdo ao GP, no 14° e 21° dia de vida (p>0,05).
Nao houve diferenca estatistica para o comprimento da cauda (p<0,05). A ontogénese das
respostas reflexas mostrou-se antecipadas quanto aos indicadores: DPP e AVP nos ratos do GP
em relagdo ao GC (p<0,05). Quanto a maturacdo somatica, observou-se antecipagao do APA,
EIS e AO nos animais do GP. A partir destes resultados, podemos constatar que a ingestao
materna do 6leo de pequi reflete significativamente na aceleragdo dos parametros reflexos e
somaticos da prole, sendo seu consumo apropriado para esta fase da vida.

Palavras chave: Periodo Intra e Pés Uterino, Neurogénese, Suplementacio Lipidica, Acidos

Graxos Essenciais.



ABSTRACT

MELO, P. C. M. F. Influence of pequi oil (Caryocar brasiliense) on the physical, reflex and
somatic development of the offspring of rats treated during pregnancy and lactation.
2019. 42f. Course Completion Work (Graduation in Nutrition) - Federal University of Campina
Grande, Cuité, 2019.

Pregnancy and lactation are considered critical periods of neonatal development, which
involves high energy demand due to the formation of fetal tissues and maturation of the nervous
system. An essential nutrient for this stage of life is dietary lipids. A potential dietary source is
pequi oil because it has significant quantities of unsaturated fatty acids, such as oleic acid which
plays a fundamental role in neurogenesis. In view of the above, this study aimed to evaluate the
impact of pequi oil supplementation during pregnancy and lactation on the development of the
nervous system of the offspring. Female primiparous animals were used to obtain infant rats.
The animals were divided into two groups: Control Group (GC) supplemented with distilled
water and Pequi Oil Group (GP) supplemented with Pequi Oil, both groups received 1,000
mg/kg of animal weight. The weight and tail size of the animal were recorded daily. For the
evaluation of the development, the following reflexes were evaluated: Vanishing of the palmar
grip (DPP) and appearances of the following responses: Postural recovery of decubitus (RDP),
Space placement triggered by the Vibrissas (CPV), cliff aversion (AVP), Negative Geotaxis
(NG), Scare Response (RS) and Decubitus Recovery in Free Fall (RDQL). The somatic
parameters measured were: Opening of the auricular Pavilion (APA), Opening of the auditory
canal (ACA), Opening of the Eyes (AO), Eruption of the Upper incisive teeth (EIS), Eruption
of the Lower incisive teeth (EII) and Appearance of epidermal hairs (OPA), plus Weight and
Length of Tail (CC). The observation time for all the tests was 10 seconds. The animals of the
CG presented greater weight gain in relation to the GP, on the 14th and 21st day of life (p>0.05).
There was no statistical difference for tail length (P0.05). The ontogenesis of the reflex
responses was anticipated in relation to the indicators: PPD and POV in the GP rats in relation
to CG (P0.05). As for somatic maturation, there was anticipation of APA, EIS and AO in GP
animals. From these results, we can observe that the maternal intake of pequi oil reflects
significantly in the acceleration of the reflex and somatic parameters of the offspring, and its
consumption is appropriate for this phase of life.

Keywords: Intra- and Postuterine Period, Neurogenesis, Lipid Supplementation, Essential

Fatty Acids.
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1 INTRODUCAO

A gestacdo e lactac@o constitui um periodo critico que envolvem alteracdes anatomicas,
fisiologicas e psicoldgicas maternas, além de intensa atividade celular para a formacdo dos
tecidos e sistemas fetais (SILVA, 2007). Para que tais eventos possam ocorrer de forma
satisfatoria se faz necessdrio a ingesta adequada de nutrientes essenciais como ferro, dcido

félico e os acidos graxos essenciais (AGE), sendo estes nutrientes viabilizados ao feto via
placenta no periodo intrauterino e através da lacta¢do no periodo extrauterino (SILVA, 2007).

A deficiéncia dos nutrientes essenciais durante esta fase da vida estd correlacionada a

perturbacdes metabodlicas, fisiologicas e formacdo de diversos problemas fetais,

comprometendo diretamente o desenvolvimento do concepto, além de compactuar com a
génese de diversas patologias, que podem surgir ainda no periodo intrauterino e perdurar até a
vida adulta (SILVA, 2007)

Antes e apds a concepcao, a ingestdo dos lipidios pode atuar na absor¢do das vitaminas
lipossoliveis, e determinar os niveis de 4cidos graxos (AG) maternos, uma vez que sao
estocados no tecido adiposo e podem ser mobilizados através da lipdlise (fundamental para o
suprimento das necessidades de energia MAKRIDES et al., 2000; INNIS, 1991; UAUY et al.,
1996).

Durante as primeiras semanas de gestacdo inicia-se a formagdo do sistema nervoso
central (SNC), sendo este composto majoritariamente pelos lipidios que exercem fungdes na
fluidez da membrana neuronal, além de participar de eventos importantes como divisao celular,
migragdo, diferenciacdo, crescimento de prolongamentos neurais e formagdo de sinapses
(VELASCO, 20009).

Dentre os 4cidos graxos de maior importincia, destacam-se os dcidos graxos
poliinsaturados de cadeia longa (AGPI-CL) como o acido docosahexaendico (DHA) e o 4cido
araquidonico (ARA), das séries m-3 e ®-6 respectivamente, sendo estes associados a processos
e circuitos neurais especificos responsaveis pela percepcao dos sentidos e a coordenacdo dos
sistemas motores e cognitivos. Alguns tipos de 6leo, em especial o 6leo de pequi, possuem um
teor significativo de AG como o alfa-linolénico, precursor dos AGPI-CL (AQUINO, 2009).

O pequizeiro (Caryocar brasiliense), pertencente a familia (Caryocaraceae) é uma
arvore abundantemente distribuida no territério brasileiro, com maior incidéncia no Cerrado do
Centro-Oeste brasileiro. O 6leo extraido do seu fruto possui um alto teor de vitaminas

lipossoluveis e dcidos graxos saturados e insaturados, com maior proporcao de poliinsaturados.
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Possui concentragdes altas de carotenoides e dcidos fendlicos, sendo estes responsaveis por sua
acdo antioxidante. Entretanto, por mais que o 4cido oleico seja o principal componente, os
dcidos graxos estdo presentes basicamente na forma de dcido graxo palmitico (SANTOS, 2015).

Assim, importa ressaltar que o 6leo de pequi é extraido da polpa do fruto, utilizando
método de prensagem a frio. Neste contexto, os lipidios dietéticos tém se tornado objeto de

estudo por diversos pesquisadores, principalmente pela industria alimenticia, almejando a
possibilidade de langar no mercado produtos para fins especificos, que além de nutrir exerga
efeito funcional, como é o caso dos os 4cidos graxos poliinsaturados (AGP), fundamentais
durante a gestacdo até os primeiros anos de vida (CRAWFORD, 1989).

Diante do exposto questiona-se se os acidos graxos provenientes do 6leo de pequi sdo
capazes de influenciar na maturacdo do sistema nervoso da prole de ratas suplementadas
durante a gestacdo e lactacdo. Tendo em vista que a gestagdo e lactacio constituem periodos
vulnerdveis para o desenvolvimento e maturacdo do cérebro, e que os AG dietéticos podem
modular a génese, maturagdo e os circuitos neurais responsaveis pela coordenacdo dos sistemas
de aprendizagem e cognitivos, a presente pesquisa objetivou investigar o impacto da
suplementac¢do do 6leo de pequi durante a gestacao e lactacao sobre os parametros de ontogenia
reflexa, somaética e crescimento ponderal dos filhotes.

Importa ressaltar que até o momento, hd escassez na literatura de estudos experimentais

que visem investigar a influéncia desse tipo de fonte lipidica sobre os parametros citados.
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2 OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Analisar o impacto da suplementacdo do 6leo de pequi durante a gestagdo e lactagdao sobre

o desenvolvimento do sistema nervoso da prole.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Auvaliar as caracteristicas de maturagdo somatica;
e Verificar o surgimento/desaparecimento da ontogenia reflexa;

e Acompanhar o desenvolvimento fisico e ponderal da prole.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1. GESTACAO E LACTACAO COMO PERIODO CRITICO DO
DESENVOLVIMENTO

A gestacdo é uma fase onde a demanda energética ¢ aumentada e a adequacdo
nutricional é fundamental tanto para saide do feto como da mae. E nessa fase é indicado um
alto consumo de alimentos variados, de modo a fornecer toda necessidade de macros e
micronutrientes, pois o estado nutricional e a qualidade da alimentacdo antes, durante e apds a
gestacdo afeta diretamente o crescimento e desenvolvimento do feto (COELHO, 2015). Neste
periodo ocorre uma série de ajustes fisioldgicos que afetam o metabolismo dos nutrientes
(CAMPOS, 2000).

Durante o periodo intrauterino, a dieta materna € um dos fatores primordiais que mais
influenciam no metabolismo e desenvolvimento fetal, e por isso, a necessidade de lipidios
proteinas e carboidratos se faz aumentada a fim de suprir as necessidades energéticas desta fase
(MATHIAS et al., 2014).

A gestacdo engloba uma série de pequenos e continuos ajustes fisiologicos, que afetam
o metabolismo de todos os nutrientes. Estes ajustes sdo individuais, dependentes do estado
nutricional pré-gestacional, de determinantes genéticos, do tamanho fetal e do estilo de vida da
mae.

Uma das fungdes da placenta dos mamiferos € a de assegurar uma Gtima nutricdo em
todas as fases do desenvolvimento fetal (RIQUELME, 2009). Isto envolve a transmissiao de
nutrientes, gases e dgua para o feto, excrecdo de residuos de produtos de metabolismo fetal no
sangue materno, bem como a adaptacio do metabolismo materno em diferentes fases da
gestacdo por meio de hormonios (CETIN; ALVINO, 2009). Durante toda a gestacao,
vertebrados viviparos desenvolvem um complexo sistema de membranas nutricionais que
englobam o feto e formam a placenta (LEISER; KAUFMANN, 1994). Até que a placenta se
desenvolva, o embrido troca estas substincias por difusdo através de liquidos uterinos.
Conforme o feto aumenta de tamanho, o 6rgdo de troca especializado, conhecido como
placenta, torna-se essencial, uma vez que ela coloca o sangue fetal e o materno em estreita
aposicao numa grande extensdo de superficies formada por uma rede (BROLIO et al., 2010).

A placenta € formada pela aposicao das membranas fetais justapostas ou em fusdo com
a mucosa uterina para proporcionar a troca materno-fetal. H4 uma grande variabilidade

classificatoria da placenta envolvendo as membranas fetais que se desenvolvem entre as
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espécies mamiferas. Esta variabilidade compreende: 1) tipo e nimero de membranas envolvidas
e seu contato com o utero; 2) forma exterior do 6rgao; 3) modelo geométrico de interdigitacao
das superficies materna e fetal; 4) tipo e nimero de camadas de tecidos separando sangue
materno e fetal e 5) arranjo geométrico dos capilares de trocas maternos e fetais, determinando
seu fluxo nutricional (BROLIO et al., 2010). .

Conforme a idade gestacional evolui, a demanda energética ¢ aumentada para suprir a
necessidade do desenvolvimento fetal e para sustentar este desenvolvimento adequado. A mae
através da alimentacdo deve fornecer glicose, aminodcidos e 4cidos graxos, que sdo
transportados para o feto através da placenta. Durante a gravidez o corpo apresenta um estado
natural de resisténcia insulinica materna, com isso a diferenca na concentracdo de glicose
materno-fetal aumenta com o avanco da gestacdo que favorece o aumento da captagdo de
macronutrientes fetal. Em consequéncia dessas alteracdes, as necessidades metabdlicas do feto
que estd em desenvolvimento sdo atendidas em parte pelo gradiente de concentracio de glicose
através da interface materno-fetal. Os dcidos graxos desempenham muitos papéis criticos no
crescimento fetal, implicando diretamente o desenvolvimento do cérebro e o actimulo de

gordura (BRETT et al., 2014).

3.2.  IMPACTO DOS LIPIDIOS DIETETICOS NA NEUROGENESE

O pico de vulnerabilidade a danos causados por caréncias nutricionais ocorre durante a
gravidez, quando o sistema nervoso central estd em desenvolvimento. A qualidade da dieta
materna € particularmente dependente da ingestdo de micronutrientes (como vitaminas A,
complexo B, oligoelementos (como iodo, ferro, zinco e cobre) e PUFAs, especialmente dcido
docosahexaendico (DHA) e o 4cido araquidonico (AA) O6mega-6). Esses nutrientes sdo
especialmente criticos durante a fase fetal e pds-natal prematuro, quando a maioria das dreas do
cérebro estd passando pelo seu desenvolvimento mais rapido (GOW; HIBBELN, 2018).

Os lipideos éter sdo um subgrupo particularmente comum de glicerofosfolipideos no
sistema nervoso dos mamiferos e as doencas que envolvem a deficiéncia de éter lipidico t€m
consequéncias mais drésticas no tecido nervoso. Os éteres lipidicos mais abundantes sdo os
plasmalégenos sendo especialmente enriquecidos no sistema nervoso, onde, nos mamiferos, a
etanolamina € o grupo principal dominante com o PlsCho presente somente em quantidades
vestigiais. No homem e na maioria dos animais, os niveis plasméticos de plasmalogénios sdao
relatados como constituindo entre 15 e 30% molar de fosfolipidios totais (DORNINGER;
FORSS-PETTER; BERGER, 2017).
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Os neurdnios possuem niveis considerdveis desses lipidios, eles sdo particularmente
enriquecidos na bainha de mielina, com mais de 30% mol de todos os fosfolipidios e a maioria
dos fosfolipidios da etanolamina na forma de plasmalogénio. No sistema nervoso central (SNC)
humano, os niveis de plasmalogénios sdo relativamente baixos ao nascimento, mas acrescem
fortemente durante o desenvolvimento inicial, concomitantemente a mielinizag¢do. Os primeiros
estudos implicaram que as quantidades de plasmalogénios no cérebro humano aumentam até
aos 30 anos de idade e depois comecam a diminuir. Anélises dos niveis de plasmalogénio no
sistema nervoso periférico (SNP) t€m sido restritas principalmente ao nervo ciatico, que, devido
a sua extensa mielinizacdo, apresenta niveis similarmente altos como na substancia branca do

cérebro (DORNINGER; FORSS-PETTER; BERGER, 2017).

3.3.  OLEO DE PEQUI COMO FONTE DE ACIDOS GRAXOS ESSENCIAIS

O pequi (Caryocar brasiliense), conhecido popularmente como piqui, pequid, améndoa
de espinho, grao de cavalo ou améndoa do Brasil, € cultivado em todo o cerrado brasileiro, que
inclui os Estados do Para, Mato Grosso, Goids, Distrito Federal, Sdo Paulo, Minas Gerais e
Parand, como também nos Estados nordestinos, Piaui, Ceard e Maranhao. Sua frutificacdo
ocorre principalmente entre os meses de janeiro a marco, podendo ser localizados frutos fora
dessas épocas (RIBEIRO, 2000 apud LIMA et. al 2007).

Esses sao constituidos pelo exocarpo ou pericarpo, de coloragdo esverdeada ou marrom-
esverdeada, mesocarpo externo, polpa branca com coloragdo pardo-acinzentada e mesocarpo
interno, que constitui a por¢do comestivel do fruto, possuindo coloracdo amarelada, e separa-
se facilmente do mesocarpo externo quando maduro. O endocarpo, que € espinhoso, protege a
semente ou améndoa, que € revestida por um tegumento fino € marrom, sendo também uma
porcao comestivel (LIMA et al., 2007).

A polpa do fruto de pequi € rica em lipidios (33,4 %). Também se constitui em uma
fonte importante de fibra alimentar (10,02 %) e um teor de 3% de proteinas, fornecendo cerca
de 358 Kcal/100g de material, as quais correspondem a 18 % das necessidades caldricas de um
adulto com uma dieta de 2.000 Kcal e 40 % das necessidades de fibra alimentar. Isso mostra
que o consumo da polpa de pequi poderd trazer beneficios a satide da populacao, tendo em vista
o conhecimento de que o consumo regular de fibra alimentar na dieta estd relacionado com a
reducdo do risco de diferentes quadros patolégicos (LIMA et al., 2007).

A composicdo quimica da polpa, através de analises mostraram altos teores de acidos

graxos insaturados, especialmente acido oléico (W-3) (LIMA et al., 2007; FACIOLI,



20

GONCALVES, 1998) além de compostos fendlicos e carotendides (de LIMA et al., 2007;
GODOY; RODRIGUEZ-AMAYA, 1994; MONTEIRO et al., 2015; PLACIDO et al., 2015).
Além disso a polpa de pequi possui alta capacidade antioxidante (TRAESEL, 2016).

Tanto na polpa como na améndoa do pequi, pode ser observado o predominio dos acidos
graxos insaturados com 61,35% e 52,17%, respectivamente. O 4cido oléico estd presente em
maior concentra¢do na polpa, com 55,87%, sendo seguido pelo 4cido palmitico (35,17%). Na
améndoa do pequi, predominam os dcidos palmitico e oléico em quantidades praticamente
iguais, 43,76% e 43,59%, respectivamente. Também estdo presentes o dcido linoléico com
5,51%, esteérico com 2,04%, palmitoléico com 1,23%, sendo notados em menores quantidades
do que os outros dcidos graxos. Assim, tanto a polpa como a améndoa do pequi possuem acidos
graxos importantes para compor uma dieta saudavel (LIMA et al., 2007).

Os AG desempenham papéis vitais na homeostase metabdlica, servindo como
precursores de moléculas de sinalizagcdo, fontes de energia e constituintes de membranas e
lipidios funcionais. Refletindo seus diversos papéis, t€ém sido avaliados como marcadores de
homeostase fisioldgica, distirbios metabdlicos e exposicao alimentar em pesquisas bioldgicas,
clinicas e populacionais. Por exemplo, niveis séricos ou teciduais de &cidos graxos
poliinsaturados dmega-3 (PUFAs) t€ém sido estudados como fator de protecdo cardiovascular
em pesquisas bioquimicas e clinicas € como um biomarcador do consumo dietético de AGPIs
Omega-3 em pesquisas epidemioldgicas IMAMURA et al., 2017).

Lipideos séricos, triglicérides e acidos graxos livres também sdo significativamente
aumentados durante a gravidez. Essas elevacdes ocorrem em ratos entre os dias 11 e 14 e o
pico nos ultimos dois dias de gestagdo. Este aumento nos lipideos séricos € interessante devido
a complexa interacdo entre glicose e acidos gordos na regulacdo da funcdo das células B
(BRELIJE et al., 2017).

Os componentes lipidicos, especialmente os dcidos graxos, estdo presentes nas mais
diversas formas de vida, cumprindo importantes fungdes na estrutura das membranas celulares
e nos processos metabdlicos. Em humanos, o 4cido linoléico (18:2n-6, AL) e alfa-linolénico
(18:3n-3, AAL) sdo necessdrios para manter sob condi¢des normais as membranas celulares, as
funcdes cerebrais e a transmissdo de impulsos nervosos. Os 4cidos graxos das familias n-6 e n-
3 sdo conseguidos por meio da dieta ou produzidos pelo organismo a partir dos dcidos linoléico

e alfa-linolénico (MARTIN et al., 2006).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 PEQUI (CARYOCAR BRASILIENSE)

O 6leo de pequi utilizado pertence a espécie Caryocar brasiliense e foi adquirido na
feira livre na cidade de Juazeiro do Norte / CE, Brasil: Latitude: -7.23718, Longitude: -39.3222
7° 14" 14" Sul, 39° 19’ 20" Oeste, a extra¢ao do 6leo obtido foi realizada de maneira artesanal,
feita pelos produtores/vendedores da cidade. O 6leo foi acondicionado no vidro ambar
envolvido com papel aluminio e levado ao laboratério de Tecnologia de Alimentos — LTA da
Universidade Federal de Campina Grande, Campus Cuité — PB, onde foi mantida sob
refrigeracdo a uma temperatura 4+1°C. Os experimentos foram conduzidos para o Laboratorio

de Nutri¢do Experimental da Universidade Federal de Campina Grande - LANEX / UFCG.

42  ANALISE DA COMPOSICAO DE ACIDOS GRAXOS PRESENTES NO OLEO DE
PEQUI (CARYOCAR BRASILIENSE)

A extragdo lipidica foi realizada conforme metodologia descrita por Folch, Less e
Stanley (1957), a esterificagcdo das amostras foi realizada de acordo com Hartman e Lago

(1973) e o perfil de acidos graxos foi analisado através do método de cromatografia gasosa.
4.2.1 Extracao lipidica

Foram pesados 2g da amostra em béquer de 50 mL (amostra umida) e adicionado 30
mL da mistura cloroférmio: metanol (2:1). Apds essa adi¢do realizou a transferéncia do
conteddo para um recipiente de vidro fundo com as laterais cobertas com papel aluminio e foi
feita a agitacdo por 2 minutos. A amostra foi filtrada em papel de filtro qualitativo para uma
proveta de 100 mL com boca esmerilhada. Em seguida, as paredes do recipiente foram lavadas
com mais 10 mL da mistura cloroférmio: metanol que também foi filtrado junto com o volume
anterior.

Com a proveta tampada, foi anotado o volume do extrato filtrado da proveta e,
posteriormente foi adicionado 20% do volume final do extrato filtrado, de sulfato de s6dio a
1,5%. Em seguida a proveta foi fechada, a mistura agitada e se deixou separar as fases.

Observou-se que a fase superior ficou com aproximadamente 40% e a inferior com 60%

do volume total. O volume da fase inferior foi anotado e, em seguida, a fase superior foi
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descartada por succdo com pipeta graduada. Para quantificacdo dos lipideos, foi tomada uma
aliquota de 5 mL do extrato (fase inferior) com pipeta volumétrica e transferida para um béquer
previamente tarado. Esse béquer foi posto em estufa a 105°C para que a mistura de solventes
fosse evaporada, tendo cuidado para que a gordura ndo fosse degradada pelo calor. Aguardou-
se o resfriamento em dessecador, o béquer foi pesado e obteve-se, por diferenca, o peso do

residuo de gordura (FOLCH; LESS; STANLEY, 1957).

4.2.2 Transesterificacdo de acidos graxos

No tratamento das amostras, a metilacio dos 4cidos graxos presentes nos extratos
lipidicos foi realizada seguindo a metodologia descrita por Hartman e Lago (1973). Tomou-se
uma aliquota do extrato lipidico, calculada para cada amostra, de acordo com a concentracao
de gordura encontrada na quantificacao lipidica, realizada pelo método de Folch, Less e Stanley
(1957), adicionando-se 1 ml do padrdo interno (C19:0) e a solugdo de saponificacdo (KOH).
Posteriormente, essa solucdo foi levada para aquecimento em refluxo por 4 minutos.
Imediatamente apds esse tempo, foi adicionada a solugdo de esterificagcdo, deixando a solugdo
por mais 3 minutos em aquecimento e refluxo. Logo ap6s, deixou-se a amostra esfriar para as
subsequentes lavagens com éter, hexano e dgua destilada, obtendo-se, ao final, um extrato (com
os ésteres metilicos e os solventes), que foi acondicionado em vidro ambar, devidamente
codificado até secagem completa dos solventes. Apds a secagem, fez-se a suspensdo em 1 ml
de hexano e o acondicionamento no vial para cromatografia gasosa, para posteriores analises
cromatogréficas. As aliquotas das solugdes de saponificacao e esterificacao foram determinadas

conforme metodologia descrita por Hartman e Lago (1973).

4.2.3 Anadlise em cromatografia gasosa

Foi utilizado um cromatégrafo gasoso (VARIAN 430-GC, Califérnia, EUA), acoplado
com coluna capilar de silica fundida (CP WAX 52 CB, VARIAN, Califérnia, EUA) com
dimensdes de 60 m x 0,25 mm e 0,25 um de espessura do filme. Foi utilizado o hélio como géis
de arraste (vazdo de ImL/min). A temperatura inicial do forno foi de 100 °C, com programacao
para atingir 240 °C, aumentando 2,5 °C por minuto, permanecendo por 30 minutos, totalizando
86 minutos de corrida. A temperatura do injetor foi mantida em 250 °C e a do detector em 260
°C. Aliquotas de 1,0 ul do extrato esterificado foram injetadas em injetor tipo Split/Splitless.

Os cromatogramas foram registrados em software tipo Galaxie Chromatography Data System.
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Os resultados dos dcidos graxos foram quantificados por integracao das dreas dos ésteres
metilicos e expressos em percentual de drea.

O dleo apresenta cerca de 52,17% de 4cidos graxos insaturados, 55,87% de dcido oleico
(monoinsaturado) e 35,17% de 4cido palmitico (saturado). Os 4acidos linoleico, esteérico,

palmitoleico e outros dcidos graxos foram encontrados em menores quantidades.

4.3 ANIMAIS E GRUPOS EXPERIMENTAIS

Para esta pesquisa foram utilizadas 12 fémeas primiparas da linhagem Wistar,
provenientes do Laboratério de Nutrigdo Experimental da Universidade Federal de Campina
Grande - LANEX / UFCG, com peso de 250 + 50 g. Os animais foram alojados em gaiolas
individuais de polipropileno (60 cm de comprimento, 50 cm de largura e 22 cm de altura),
mantidos em condi¢des padrio de laboratério (temperatura 22 + 1 © C, umidade 65 + 5%, ciclo
de claro/escuro de 12/12 horas - luz artificial das 6:00 as 18:00). Aos 90 dias de vida, as ratas
foram acasaladas e mantidas na propor¢ao de duas fémeas para cada macho, a fim de obter ratos
lactentes. Apds confirmacdo da prenhez através de esfregaco vaginal, os animais foram alojados
em gaiola maternidade individuais de polipropileno (60 cm de comprimento, 50 cm de largura
e 22 cm de altura) e divididas em dois grupos: Grupo Controle (GC) - suplementado com dgua
destilada e Grupo Oleo de pequi (GP) - suplementado com o 6leo de pequi e ambos os grupos
receberam 1.000 mg/kg de peso do animal, que foi administrada por meio da gavagem durante
toda a gestagdo e lactacdo. A ragdo padrao (Presence Purina®, Sao Paulo, Brasil) foi ofertada
mas havia o controle de consumo, onde era calculado para que mantivesse uma quantidade
didria de 30g/dia/animal e a dgua foi oferecida ad libitum.

Apo6s o nascimento as ninhadas foram padronizadas em 6 filhotes preferencialmente
machos. Os neonatos foram amamentados até o 21° dia pds-natal. O protocolo experimental
seguiu as recomendacdes éticas do National Institute of Health Bethesda (Bethesda, USA), com

relacdo aos cuidados com animais.

4.4 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Apds o nascimento, a prole foi submetida a testes fisicos e a testes de avaliacdo da
maturacdo do SNC. OS dados foram coletados desde o primeiro dia apds o nascimento até o

final da lactagcdo, quando a prole alcancou 21 dias de vida. Os parametros analisados foram
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ontogenia reflexa, maturacao somética, ganho de peso e tamanho da cauda, conforme ilustrado

na figura 1.

SUPLEMENTACAO COM OLEO
DE PEQUI

GESTACAO LACTACAO

ACASALAMENTO | ! !
1 21 42

TESTE DE
MATURACAO SOMATICA

TESTE DE
ONTOGENESE REFLEXA

AFERICAO DE PESO E
TAMANHO DA CAUDA

Figura 1: Protocolo de treinamento experimental. FONTE: Préprio autor.

4.5 AVALIACAO DO PESO CORPORAL

Os filhotes foram pesados diariamente desde o primeiro dia apds o nascimento até o 21°
de vida com auxilio de balanga semi-analitica da marca Balmak® Modelo ELP — 25, Sdo Paulo,

Industria Brasileira.

4.6 AVALIACAO DO COMPRIMENTO DA CAUDA

Para afericdo do comprimento da cauda o animal foi colocado em cima de uma
superficie plana forrada com papel milimetrado e com auxilio de um paquimetro digital foi

realizada a aferi¢do, levando em consideragdo a distancia entre a ponta e a base da cauda.

4.7 ONTOGENIA REFLEXA

As respostas reflexas foram verificadas diariamente, no horério entre 12 e 14 horas, do 1°
ao 21° dia pés-natal. A resposta foi tida como consolidada quando a reagdo reflexa esperada se

repetia por trés dias consecutivos, sendo considerado o dia da consolidacdo o 1° dia do
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aparecimento. Os reflexos pesquisados seguiram o modelo experimental estabelecido por Smart

e Dobbing (1971) e estdo descritos na Tabela 1.

Tabela 1 - Indicadores para avaliagdao da Ontogenia Reflexa

Reflexo

Estimulo

Resposta

Desaparecimento
da Preensdo Palmar

(DPP)

Recuperacao
Postural de

Decubito (RDP)

Colocagao Espacial
Desencadeada
Pelas Vibrissas

(CPV)

Aversio ao

Precipicio (AVP)

Geotaxia Negativa

(GN)

Percussdo na palma da pata
dianteira direita de cada animal
com bastonete metdlico com
aproximadamente 5 cm de
comprimento por Imm de
diametro.

O animal é colocado em

decubito dorsal sobre uma

superficie plana e lisa.

O filhote serd suspenso pela
cauda, de tal forma que suas
vibrissas toquem levemente a

borda de uma superficie plana.

O animal serd colocado sobre
uma superficie plana e alta
(mesa), com as patas dianteiras
na extremidade da mesa, de
maneira que ele detecte o
precipicio.

O animal serd colocado no centro
de uma rampa medindo 34 x 24
cm, revestida com  papel
antiderrapante (papel crepon),
com inclinacdo aproximada de
45°, com a cabeca na parte mais

baixa da rampa.

Flexdo ripida dos artelhos.

Retorno ao decubito ventral,
apoiado sobre as quatro

patas.

Em resposta o animal
colocard as duas patas
anteriores sobre a mesa ¢
realizard movimentos de
marcha, associados com

extensao de tronco.

O animal se deslocard para
um dos lados e caminhara
em sentido contrario a
borda, caracterizando a

aversdo ao precipicio.

O animal volverd o corpo,
num angulo de 180°
posicionando a cabeca em

sentido ascendente.



Resposta ao Susto

(RS)

Recuperacio do
Dectbito em Queda

Livre (RDQL)

O animal serd submetido a um
estimulo sonoro intenso e subito,
produzido pela percussdao de um
bastdio de ferro sobre um
recipiente metdlico (6 cm de
didmetro x 1,5 cm de altura), a
uma distancia aproximada de 10

cm da cabeca.

O animal serd segurado pelas
quatro patas, com o dorso voltado
para baixo, a uma altura de 30
cm, e solto em queda livre sobre
um leito de espuma sintética (30

x 12 cm).

Ocorrerd uma retragdo das

patas anteriores e
posteriores, com
imobilizacdio  rdpida e

involuntdria do corpo do

animal.

O animal recuperard o
dectbito durante a queda
livrte caindo na superficie
apoiado sobre as quatro

patas.

Fonte: SMART E DOBBING, 1971.

4.8 AVALIACAO DOS INDICADORES DE MATURACAO SOMATICA
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A partir do 1° dia pds-natal em diante, os filhotes foram examinados diariamente,

sempre no mesmo horario, de modo a determinar o dia em que a maturacdo somatica foi

completa, para isso foram avaliadas as seguintes caracteristicas fisicas (tomadas como

indicadores de desenvolvimento somatico) (Tabela 2).

Tabela 2 - Indicadores para avaliagdo da Maturagdo Somatica.

Maturacio Somatica

Resposta

Abertura do Pavilhado
Auricular (APA)

Abertura do Conduto
Auditivo (ACA)

Normalmente, o animal nasce com o pavilhdo auditivo dobrado,

portanto, o pavilhao auricular aberto € detectado no dia em que a dobra

é desfeita. Considera-se positiva quando os dois pavilhdes estiverem

desdobrados.

Ao nascimento, o conduto auditivo encontra-se fechado. Considera-se

madura a ACA no dia em que o orificio auricular pode ser visualizado.

Considera-se positiva quando os condutos, direito e esquerdo,

encontraram-se abertos.



Erupcdo dos Dentes
Incisivos Superiores
(EIS)

Erupcido dos Dentes
Incisivos Inferiores
(EII)

Abertura dos Olhos
(AO)

Aparecimento dos
Pelos Epidérmicos
(APE)

Comprimento da
Cauda (CC)
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E registrado o dia em que ocorrer a erupgio dos dentes incisivos
superiores. Leva-se em consideragdo a resposta positiva quando
ambos 0s incisivos estiveram expostos.

E registrado o dia em que ocorrer a erupgio dos dentes incisivos
inferiores. Leva-se em consideracao a resposta positiva quando ambos
estiverem expostos.

No rato, os olhos encontram-se totalmente encobertos pelas palpebras,
durante alguns dias apds o nascimento. A resposta é considerada
positiva quando os dois olhos estiverem abertos, com presenga de
movimento reflexo das pélpebras.

Os ratos nascem sem pelos, o seu aparecimento € confirmado quando
se detecta a presenca da pelugem, para tal teste deslizam-se
gentilmente os dedos sobre a epiderme do animal.

O animal serd colocado sobre uma régua milimetrada, sendo a cauda

delicadamente mantida bem estendida, desde a base até a extremidade.

Fonte: SMART E DOBBING, 1971.

4.9 ANALISE ESTATISTICA

Para a andlise dos resultados, foram levados em considerac@o os valores de mediana e

erro padrao da média, tendo sido usado o teste T-student, levando em consideracdo o nivel de

significancia para rejei¢ao da hipdtese nula de p<0,05. O programa estatistico usado foi o

GraphPad Prism, versdo 7.0.

4.10 ASPECTOS ETICOS

O estudo foi submetido 2 aprovagdo do Comité de Etica para Uso Animal da UFCG.

Toda a pesquisa foi conduzida estritamente de acordo com as recomendacdes éticas do Instituto

Nacional de Saude Bethesda (Bethesda, EUA) sobre cuidados com animais. O pequi utilizado

na suplementacao foi registrado no SisGen.
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S RESULTADOS

5.1 PESO CORPORAL

Ao avaliarmos o ganho de peso dos filhotes, observou-se diferenca estatistica entre o
grupo pequi (GP) e grupo controle (GC) no 14° dia e 21° dia de vida, onde os animais do GP
(16,8 £ 1,2) apresentaram menor ganho de peso em comparagdo ao GC (19,4 + 0,9) (Grafico

1).

60 = Il GRUPO CONTROLE [ cruPo PEQUI

40 -

20

Peso Corporal (g)
S

0 5 & B & |
1° DIA 7° DIA 14° DIA 21° DIA

Idade (Dias)

Grafico 1 - Ganho de peso da prole de ratas Wistar, suplementadas com 6leo de pequi durante a gestagdo e
lactagdo. Dados expressos em média + DP. Para andlise estatistica, foi aplicado o teste—t student com nivel de
significancia P<0,05. (*) comparado ao grupo controle. GC (Grupo Controle - n = 14); GP (Grupo Pequi - n = 14).
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5.2 EVOLUCAO DO COMPRIMENTO DA CAUDA

Em relacdo a evolugdao do comprimento da cauda dos lactentes, ndo houve diferenca

estatistica entre os grupos (Gréfico 2).

Il GRUPO CONTROLE [ crupo PEQUI

Comprimento da Cauda (mm)
O = N W & 00 O N 00 O

1° DIA 7°DIA 14° DIA 21°DIA
Idade (Dias)

Grafico 2 — Comprimento da cauda da prole de ratas Wistar, suplementadas com 6leo de pequi durante a gestagao
e lactagc@o. Dados expressos em média = DP. Para andlise estatistica, foi aplicado o teste—t student com nivel de
significancia P<0,05. (*) comparado ao grupo controle. GC (Grupo Controle - n = 14); GP (Grupo Pequi - n = 14).
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5.3 ONTOGENESE REFLEXA

Quanto a avaliacdo da ontogenia reflexa, constatou-se que o desaparecimento da
preensdo palmar e a aversdo ao precipicio ocorreu de forma antecipada nos ratos lactentes
pertencentes ao GP quando comparados ao GC (p<0,001). Nas demais respostas reflexas nao

houve diferenca estatistica entre os grupos (Tabela 3).

Tabela 3 — Ontogénese reflexa da prole de ratas suplementadas com 6leo de pequi durante a
gestacdo e lactacao.

GRUPOS

REFLEXOS GRUPO GRUPO

CONTROLE PEQUI
Preensdo Palmar ® 13,05 (8-17) 11 (5-16)*
Recuperacio Postural de Dectibito 6 (2-9) 5(2-13)
Colocacdo Espacial Desencadeada Pelas
Vibrissas ® 11 (4-15) 11 (7-13)
Aversio ao Precipicio ° 14 (8-18) 9 (5-17)%
Resposta ao Susto ° 13 (12-13) 12 (11-13)
tl){ecupera(;ao do Decubito em Queda Livre 14 (11-16) 13 (10-17)

Os dados foram expressos como valores médios do dia (Min-Max) e analisados pela andlise de variancia de
Kruskal-Wallis seguida do teste de Dunn (p <0,05). (¥*) comparado ao grupo controle. Considerando: * = dia de
desaparecimento de resposta e b = dia de aparecimento de resposta. GC (Grupo Controle - n = 14); GP (Grupo
Pequi - n = 14).
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5.4 MATURACAO SOMATICA

Ao analisarmos os parametros referentes a maturacdo somadtica, observou-se
antecipacdo nos seguintes indicadores: abertura do pavilhdo auricular, erupcdo dos dentes
incisivos superiores e abertura dos olhos nos animais pertencentes ao GP (p<0,001), quanto aos

demais indicadores ndo houve diferenca estatistica (Tabela 4).

Tabela 4 — Maturacao somdtica da prole de ratas suplementadas com 6leo de pequi durante a
gestacdo e lactacao.

GRUPOS

MATURACAO SOMATICA GRUPO GRUPO

CONTROLE PEQUI
Abertura do Pavilhao Auricular 14 (13-15) 14 (13-14)*
Abertura do Conducto Auditivo 13 (12-13) 12 (11-14)
Erupcao dos Dentes Incisivos Superiores 11 (9-12) 10 (9 -11)*
Erupcdo dos Dentes Incisivos Inferiores 9 (8-11) 10 (8-11)
Abertura dos Olhos 15 (14-15) 14 (13-16)*
Aparecimento dos Pelos Epidérmicos 5 4-7) 6 (4-6)

Os dados foram expressos como valores médios do dia (Min-Max) e analisados pela andlise de varidncia de
Kruskal-Wallis seguida do teste de Dunn (p <0,05). (*) comparado ao grupo controle. GC (Grupo Controle - n =
14); GP (Grupo Pequi - n = 14).
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6 DISCUSSAO

Estudos cldssicos como o de Lima e colaboradores (1993), descreveram o processo do
crescimento como um acontecimento continuo e dindmico, com ocorréncia desde o periodo
intrauterino até a fase adulta, representado pelo aumento das dimensdes corporais. Diversos
fatores no periodo intrauterino podem interferir diretamente neste processo como a redugdo do
consumo de alimentos, inapeténcia, deficiéncia de nutrientes essenciais e estado nutricional
inadequado (CAMPOS, 2000).

Os resultados obtidos neste estudo evidenciaram que o consumo materno de AGE
oriundos do 6leo de pequi ndo foram capazes de alterar a evolucdo ponderal da prole. Tais
resultados foram observados ao avaliarmos o peso dos animais, onde os filhotes do grupo pequi
apresentaram menor ganho de peso ao final do experimento quando comparados aos animais
do grupo controle. Diversos estudos tém relatado redu¢do do peso corporal da prole cujo as
maes receberam dietas ou foram suplementadas com diferentes fontes de lipidios, a exemplo da
castanha de caju (MELO et al., 2017), 6leo de buriti (Mauritia flexuosa) (MEDEIROS et al.,
2015), azeite (SANCHEZ etal., 2012; PRIEGO et al., 2013) e abacate (MELO et al., 2019) que
sao fonte de 4cidos graxos poliinsaturados como os lipideos utilizados na presente pesquisa.

Estudos realizados por Barbour e Hernandez (2018) e Nolan e colaboradores (1995)
evidenciaram que a presenca de 4cidos graxos poliinsaturados na dieta materna pode induzir a
reducdo dos triglicérides plasméticos (TG), onde niveis elevados de TG tém sido utilizados
como marcador bioquimico para o aumento de peso ao nascer da prole e niveis reduzidos de
TG associados com melhor sensibilidade a insulina e menor influxo calérico. Em contrapartida,
dietas ricas em dacidos graxos saturados tendem a elevar os niveis de TG plasmaticos
corroborando para o aumento de peso da prole (CAVALCANTE et al., 2013; SOARES et al.,
2013; CADENA-BURBANO et al., 2017).

No que se refere a evolucao do comprimento da cauda dos lactentes, ndo se observou
diferenca estatistica entre os grupos. Assim como em nosso estudo, Santillan et al (2010),
também ndo verificou diferenca significativa ao analisar o comprimento da cauda da prole de
ratas que consumiram dietas a base de 6leo de soja e girassol. J4 em estudo realizado por
Burbano (2017), foi encontrado maior comprimento da cauda dos filhotes cujas maes receberam
dieta hiperlipidica/hipercaldrica, quando comparados as proles cujo as maes receberam dieta

hiperlipidica/isocaldrica e as mées do grupo controle.
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No que diz respeito a ontogenia das respostas reflexas, observou-se que os animais cujo
as maes foram suplementadas com 6leo de pequi apresentaram antecipac¢do do desaparecimento
da Preensdo Palmar quando comparados aos animais do grupo Controle. A preensdo palmar é
considerada um reflexo primitivo caracteristico da imaturidade do sistema nervoso, podendo
ser modulada pela incorporacdo dos lipidios dietético nas membranas que compdem o sistema
nervoso central (SOARES et al., 2013; MELO et al., 2017; MELO et al., 2019). Quando
avaliado o reflexo de Aversao ao Precipicio, pode-se perceber que os animais pertencentes ao
grupo pequi também apresentaram melhor desempenho quando comparados aos animais do
grupo controle. Tais reflexos sdo dependentes de regides especificas do sistema nervoso como
a estrutura cerebelar responsével pela aprendizagem motora e equilibrio (ZHANG et al., 2010),
como também dos processos de mielinizacdo, sinapse € acdo dos neurotransmissores
(BOURRE et al., 1987; MORGANE et al., 1993). Segundo Velasco (2009) os acidos graxos
poliinsaturados de cadeia longa (AGPI-CL) podem modular diversos fendmenos como
mielinogénese crescimento de prolongamentos neurais e formacgao de sinapses.

Ao contrério de nosso estudo, pesquisa desenvolvida com a prole de ratas tratadas com
dieta hipolipidica durante duas gestacdes sucessivas, apresentou atraso na maturacdo da
ontogénese reflexa comprovando que a privacdo de dcidos graxos durante o periodo critico
compromete a cronologia do desenvolvimento reflexo (MEDEIROS et al., 2011). Burbano
(2017), obteve em seu estudo resultados similares ao avaliar filhotes cujo as maes foram
submetidas a dieta hiperlipidica/hipercaldrica, sendo a dieta hiperlipidica utilizada no estudo
acrescida de banha de porco contendo alta concentracao de dcidos graxos saturados.

Assim como a dieta hipolipidica, a ingestdo de gorduras saturadas e trans durante a
gestacdo e lactacdo podem comprometer a ontogenia reflexa, por alterar a fluidez da membrana
neuronal tornando-a mais rigida e dificultando os processos de neurogénese, gliogénese,
migragdo e diferenciacdo celular, mielinogénese, formagao das sinapses, sintese e liberacao de
neurotransmissores (RAMOS et al,. 2016; LAURITZEN et al., 2001).

Quanto a maturacio somatica, sabe-se que estes sdo considerados bons indicadores para
compreensdo de como os fatores ambientais, em especial os dietéticos, podem influenciar a
maturidade funcional do desenvolvimento fisiolégico do cérebro (SMART; DOBBING, 1971;
GRAMSBERGEN, 1998). Desta forma, muitas pesquisas t€ém sido desenvolvidas associando
os diferentes tipos e quantidades de lipidios dietéticos com estes parametros. Os resultados deste
estudo apontaram diferenca estatistica entre o grupo pequi quando comparado ao grupo
controle, em relac@o a abertura do pavilhdo auricular, erupcao dos dentes incisivos superiores

e abertura dos olhos. Este resultado sugere que o consumo de lipidios, principalmente os
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insaturados, proveniente do 6leo de pequi, influenciaram de forma positiva o processo de
mielinizagdo, que ocorre ainda na fase intrauterina e se estende até a fase pds-natal, quando o
cerebelo atinge o seu pico de desenvolvimento (DOBBING, 1971; DOBBING, 1974;
DOBBING; SANDS, 1971).

Estes resultados corroboram com os dados obtidos Melo et al. (2019), que ao avaliar a
prole de ratas suplementadas com 6leo e polpa de abacate verificou antecipacao da erup¢ao dos
dentes incisivos superiores. J4 Santillan et al. (2010) encontrou antecipacdo na abertura dos
olhos e do pavilhdo auricular de camundongos cujo as maes foram tratadas com dleo de soja,
bem como antecipacido do aparecimento de pelos epidérmicos na prole de ratas tratadas com
6leo de girassol, ambos contendo 4cidos graxos poliinsaturados.

Diante de tais resultado, esta pesquisa evidencia que os animais do grupo experimental
apresentaram melhor maturagdo somadtica e antecipagdo de reflexos. Estes resultados
demonstram os beneficios que a suplementacdo materna com uma fonte de dcidos graxos

poliinsaturados podem trazer para o desenvolvimento do cérebro.
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7 CONCLUSAO

Considerando os resultados obtidos nesta pesquisa, foi possivel concluir que a ingestao
dietética do 6leo de pequi durante a gestacdo e lactacdo ndo promoveu um ganho de peso maior
quando comparado ao grupo controle (peso corporal e comprimento da cauda), porém foi capaz
de acelerar alguns parametros relacionados a maturacao do sistema nervoso central.

Diante do perfil de 4cidos graxos presentes no 6leo de pequi, a exemplo do elevado teor
de 4cidos graxos insaturados, este pode ser utilizado como alternativa para o suprimento de
acidos graxos essenciais no periodo da gestacdo e lactacdo. Embora nossos resultados sejam
promissores, sendo pela primeira vez descritos na literatura, existe a necessidade de mais
estudos a fim de elucidar os mecanismos que envolvem a incorporacdo dos dcidos graxos no

cérebro com os pardmetros de ontogénese reflexa e maturacao somatica.
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