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RESUMO

A Castanha do Brasil é um fruto oleaginoso nativo da Amazdnia e comercializado no mundo
inteiro. Em sua composi¢do possui diversos tipos de nutrientes e um valor significativo de
dcidos graxos poliinsaturados. Estes compostos atuam influenciando no desempenho de
diversas funcdes cerebrais, incluindo as fungdes relacionadas a comportamento e
aprendizagem, tais como memoria. O presente estudo objetivou investigar o impacto do
consumo materno do O6leo bruto e residuo vegetal de castanha do Brasil sobre o
comportamento de memoria em ratas tratadas durante a gestacao e lactacdo. Foram utilizadas
24 ratas Wistar, posteriormente divididas em quatro grupos: Grupo Controle (CT), Oleo Bruto
(OB), Oleo de Soja (OS) e Residuo Vegetal (RV). Apds a formacido dos grupos, as ratas
passaram pela fase de acasalamento, com a confirmacdo da prenhez, a suplementagcdo
comecou a ser ofertada por gavagem. Ao final da lactacdo, os testes de comportamento foram
realizados novamente e, posteriormente, os animais foram eutanasiados. Os dados foram
analisados no software Graph Pad Prism versdo 7.0. Verificou-se menor consumo alimentar
pelos grupos OB e OS. No teste de habituacio em campo aberto, os grupos OB e RV
apresentaram menor atividade de locomocdo na segunda exposicdo. Nos testes de
reconhecimento de objetos de memdria a curto e longo prazo os animais dos grupos OB e RV
exploraram mais o objeto novo em relagdo ao objeto familiar. Dessa forma, verificou-se que
os animais suplementados com 6leo bruto e bagago do residuo vegetal da castanha do Brasil
demonstraram maior capacidade de memodria e aprendizagem, pela avaliacio dos testes
comportamentais aos quais foram submetidos.

Palavras-chaves: Acidos graxos. Alimento Funcional. Neurociéncias.



ARAUJO, J. M. D. Consumption of oil and vegetable residue from Brazil nuts (Bertholletia
excelsa): evaluation of memory performance in rats treated during pregnancy and lactation.

2021. 40 f. Course Conclusion Paper (Graduate in Nutrition) - Federal University of Campina
Grande, Cuité, 2021.

ABSTRACT

Brazil Nut is an oleaginous fruit native to the Amazon and sold all over the world. In its
composition it has several types of nutrients and a significant amount of polyunsaturated fatty
acids. These compounds act by influencing the performance of several brain functions,
including functions related to behavior and learning, such as memory. This study aimed to
investigate the impact of maternal consumption of crude oil and vegetable residue from Brazil
nuts on memory behavior in rats treated during pregnancy and lactation. Twenty-four Wistar
rats were used, later divided into four groups: Control Group (CT), Crude Oil (OB), Soybean
Oil (OS) and Vegetable Residue (RV). After the formation of groups, the rats went through
the mating phase, with the confirmation of pregnancy, supplementation began to be offered by
gavage. At the end of lactation, behavioral tests were performed again and, subsequently, the
animals were euthanized. Data were analyzed using Graph Pad Prism version 7.0 software.
There was a lower food consumption by the OB and OS groups. In the open field habituation
test, the OB and RV groups showed lower locomotion activity in the second exposure. In the
tests of recognition of objects of memory in the short and long term, the animals in the OB
and RV groups explored more the new object in relation to the familiar object. Thus, it was
found that animals supplemented with crude oil and bagasse from Brazil nut vegetable residue
showed greater memory and learning capacity, by evaluating the behavioral tests to which
they were submitted.

Keywords: Fatty acids. Functional food. Neurosciences.
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1 INTRODUCAO

A Castanha do Brasil (Bertholletia excelsa) € reconhecida como uma das plantas mais
ricas da regido da Amazodnia Ocidental e, no presente, é o produto de extracdo vegetal que
apresenta maior relevancia ecoldgica, social, alimentar e econdmico da Amazonia (SILVA;
ASCHERI; SOUZA, 2010). Seus subprodutos, a exemplo do 6leo, sdo ricos em compostos
bioativos e apresenta um alto valor nutricional significativo de 4cidos graxos mono e
poliinsaturados (CORREA et al, 2013).

Estes dcidos graxos tem papel fundamental na modulacdo e desempenha diversas nas
atividades cerebrais, como: sdo capazes de atuar em processos como a sinalizacdo celular,
regulacdo de enzimas, sintese de eicosanoides, regulacdo de fungdes neuronais, determinagdo
da plasticidade sindptica e modulacio de citocinas que possuem efeitos neuromodulatdrios e
neurotransmissores, influenciando na modulagdo e desempenho de diversas atividades
cerebrais (BURDGE; JONES; WOOTTON, 2002).

Durante a gestacdo e a lactacdo, o cérebro apresenta diversas modificacdes
morfofisiologicas adaptativas (HILLERER ez al., 2014; KOHL et al., 2017; BARBA-
MULLER et al., 2019), sendo fundamental um consumo alimentar adequado, com
disponibilidade de todos os nutrientes necessarios, em especial dos lipidios, para manter a sua
nutri¢cdo e ganho de peso apropriados, da mesma forma que a evoluc@o e o desenvolvimento
intrauterino e saude posterior do feto devam ser assegurados (FERRAZ, 2018). Os processos
enddcrinos que ocorrem durante desses periodos sdo instdveis e rdpidos ao provocarem
alteracdes nos niveis hormonais, sendo responsdveis por algumas modificagdes estruturais e
funcionais em partes especificas do cérebro. (COMASCO; FROKJAER; SUNDSTROM,
2014; TOFFOLETTO et al., 2014; HOEKZEMA et al., 2017).

Diante do que foi exposto e avaliando as propriedades da Castanha do Brasil e de seus
produtos, os beneficios de seu consumo sobre mecanismos neurobioldgicos, € as eventuais
alteracdes que ocorrem durante a gestacdo, incluindo as modificacdes comportamentais e
cognitivas, esse trabalho teve como objetivo investigar o impacto do consumo materno do
Oleo e do residuo vegetal da castanha do Brasil sobre o comportamento de memdria em ratas

tratadas durante a gestacao e lactacdo.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL
Investigar o impacto do consumo materno do 6leo bruto e residuo vegetal de castanha do

Brasil (Bertholletia excelsa) sobre o comportamento de memdria em ratas tratadas durante a

gestacdo e lactacdo.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Acompanhar o consumo alimentar das maes;
v Analisar parAmetros de memdria das maes utilizando o teste de habitua¢do em campo aberto;

v Investigar a memoria a curto e longo prazo por meio de testes de reconhecimento de objetos.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 MECANISMOS NEUROBIOLOGICOS DA MEMORIA

Na primeira metade do século XX, mesmo com diversas publicacdes sobre a memoria,
os conhecimentos acerca de sua origem eram insuficientes. Lashley, um psiclogo americano,
em seu estudo “In search of the engram”, concluiu que a origem substancial da memoria
permaneceria sendo uma incégnita (LASHLEY, 1950).

Em 1960, as pesquisas de Hydén trouxeram uma nova concepcao a respeito das bases
substanciais da memoria. As pesquisas demonstraram que a conservacao de um sinal de uma
excitacdo anterior se relaciona a uma alteragdo de longa duragdo na estrutura do acido
ribonucléico (RNA) e a ocorréncia do aumento no conteido de RNA e DNA (acido
desoxirribonucléico) em ntcleos de células expostas a um processo de excitacdo intenso
(HYDEN, 1960).

Diversas pesquisas foram realizadas posteriormente evidenciando e confirmando que
as moléculas de DNA e RNA sdo responsdveis pela modulacdo do processo de memodria,
realizando a codificacdo da produg¢do de proteinas especificas da memoria. Estudos
realizados através de microscopia eletronica sugeriram que a presenga de vesiculas nas células
nervosas, capazes de realizar interacdes com os receptores de membrana ao longo da
excitacdo nervosa, seriam fatores determinantes para a formacdo dos sinais de memdria
(ROBERTIS, 1964; ECCLES,1964).

Ainda que mecanismos atuantes na formacdo da memdria ndo sejam inteiramente
elucidados, pressupde-se que a memoria possua associacdes com alteracdes plésticas
neuronais. Dessa forma, diversas pesquisas tém tido como foco a evidenciagdo de
mecanismos celulares e moleculares responsaveis por essas alteracdes. A sugestdo de que
sinais de memoria estariam presentes em sinapses aptas a sofrer modificacdes dependentes de
atividades em sua efetividade, foi inicialmente descrita por Konorski e Hebb no final da
década de 1940. O estudo desses autores sugeriu que uma sinapse entre duas células seria
reforcada quando as duas células fossem ativas simultaneamente. Pesquisas mais atuais
relataram que, posteriormente a uma condicdo de aprendizado, ocorre uma reativagdo de
células neuronais dependente dessa atividade. Apds essa reflexdo neuronal, alteragdes
plasticas nas sinapses seriam determinantes para o estabelecimento da memoria (RIBEIRO et

al., 2004).
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Ao decorrer do tempo, evidéncias relevantes foram descritas nas linhas de pesquisa
sobre memoria. Uma das grandes evolugdes foi a verificacdo da existéncia de mais de um tipo
de memoria. A diferenciacdo entre os tipos de memdria € essencial, pois observa-se que,
estes, sao baseados por diferentes sistemas do cérebro (CHEN er al., 2001;
ALBUQUERQUE; SILVA, 2019).

A memoria recebe sua definicdo por ser capaz de captar e armazenar informacgdes
obtidas, propiciando modificacdes no comportamento baseadas em experiéncias ao decorrer
da vida. O processo de memoria pode ser dividido em duas categorias, a memoria declarativa,
também conhecida como explicita e a ndo declarativa, ou implicita (CAMARGO; MENEZES,
20006).

A memoria declarativa € relacionada ao conhecimento consciente a ocorréncia de
fatos, eventos e conceitos através de imagens ou proposicoes, sendo subdividida: memoria
para fatos, que estd associada a informacgdes de forma geral e memdria para eventos, que €
relativa a episddios temporais e espaciais. Enquanto a ndo declarativa € relacionada ao
conhecimento inconsciente e pode ser subdividida em memoria associativa que se refere a
memoria motora para habilidades e alteracdes de pré-ativacdo e memoria ndo associativa que
é relativa a processos de habituagio e sensibilizacio (SA; MEDALHA, 2014).

A prética repetitiva de estimulos sensibilizadores por cerca de uma hora e trinta
minutos, é capaz de provocar a sensibilizacdo a longo prazo, gerando uma memdria
duradoura. O processo de sensibilizacdo se trata de um mecanismo de origem molecular em
que as variagdes na conexao sindptica provém da ativacdo de genes durante o percurso da

memoria de curto prazo para a de longo prazo (BYRNE, 2002).

3.2 IMPACTO DOS LIPIDIOS DIETETICOS NO SISTEMA NERVOSO CENTRAL

Os 4cidos graxos poli-insaturados sdo capazes de atuar em processos como a
sinalizacdo celular, regulacdo de enzimas, sintese de eicosanoides, regulacdo de fungdes
neuronais, determinacdo da plasticidade sindptica e modulacdo de citocinas que possuem
efeitos neuromodulatérios e neurotransmissores, influenciando na modulagdo e desempenho
de diversas atividades cerebrais (BURDGE; JONES; WOOTTON, 2002).

Um estudo de grande abrangéncia demonstrou que os Acidos Graxos Poli-insaturados
de Cadeira Longa sdo fundamentais para o bom desempenho do cérebro e de todo o sistema
nervoso. Os AGPCL normalmente sao classificados em duas familias, 3 e n-6, e recebem essa

classificacdo pelo modo em que sua dupla ligacdo estd posicionada. Ainda que ambos



19

possuam atividades bioldgicas de importancia, os humanos ndo dispdem de enzimas
necessdrias para realizar a formacdo de duplas ligacdes duplas além da posicdo 9. Para
exceder esse limite, os componentes precursores primarios dos AGPCL, acido linoléico (18:
2n-6) e dcido a- linolénico (18: 3n-3), conhecidos como &4cidos graxos essenciais, devem ser
obtidos através da alimentacdo (TRUKSA; VRINTEN; QIU, 2009).

O cérebro € um Orgdo apresenta alta composicdo lipidica, possuindo,
aproximadamente, 60% de lipideos em seu peso seco, destes 40% sao constituidos por dcidos
graxos poliinsaturados, dos quais cerca de 15% sdao de DHA e 10% de AA. O DHA ¢
considerado o dcido graxo poliinsaturado de cadeia longa (AGPCL) de maior relevancia para
o desenvolvimento neonatal, em juncdo ao AA s@o os principais constituintes dos acidos
graxos presentes no cérebro (VALENZUELA; NIETO, 2003).

As fibras nervosas presentes no cérebro sdo recobertas por uma membrana de
isolamento que possui multiplas camadas, que recebe o nome de bainha de mielina. Esta
apresenta altos valores de Acido Docosaexahendico (DHA) (C22:6 n-3) em sua composic¢ao,
que se trata de um Acido Graxo Poli-insaturado de Cadeia Longa (AGPCL). A bainha de
mielina € responsavel pela condugdo dos impulsos elétricos ao decorrer da fibra nervosa com
velocidade e de forma precisa. Entretanto, quando ocorrem danos na bainha de mielina, os
nervos nao sdo capazes de conduzir os impulsos de forma correta (ARBUKLE, 1993).

A alta quantidade de DHA no cérebro, que estd se desenvolvendo, tem como principal
fonte, os dcidos graxos obtidos através da circulacdo materna, e os que sdo ofertados por meio
do leite materno. Sendo assim, uma oferta adequada nos periodos pré e pds-natal de LCPUFA
sao fundamentais para um bom desempenho do crescimento fetal e neonatal em sua
normalidade, além do desenvolvimento da atividade neurolégica e comportamento

(ARBUKLE; INNIS, 1993).

3.3 CASTANHA DO BRASIL

A castanha do Brasil, Bertholletia excelsa, fruto nativo do castanheiro, arvore da
familia Lecythidaceae. Estruturalmente, se apresenta em forma globosa, e possui em seu
interior améndoas com alto teor de selénio e outros micronutrientes fundamentais para o bom
desempenho do organismo, sendo constituida por 15 a 20% de proteinas, 60 a 70% de
lipideos, rica em 4cidos graxos monoinsaturados e poli-insaturados. Os subprodutos da
castanha do Brasil apresentam substincias nutricionais, funcionais e terapéuticas, de grande

interesse industrial e biotecnoldgico (FERREIRA et al, 2019).
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Além de ser uma boa fonte de lipideos e proteinas, a améndoa possui em sua
composi¢do vitaminas A, B1, B2 e C e também € rica em minerais, com destaque para célcio,
cobre, fésforo, magnésio, selénio e zinco (SILVA, 2004; YANG, 2009).

O selénio € mineral em destaque nesta oleaginosa, apresenta uma importante atividade
antioxidante e esta relacionado a redu¢do do desenvolvimento de diversas doengas. Por
apresentar teores significativos deste mineral e outros nutrientes em sua composicao, a

castanha do Brasil € classificada com alimento funcional (YANG, 2009; KATO et al, 2016).

3.3.1 Oleo da Castanha do Brasil

De acordo com estudos realizados, os 6leos obtidos através das améndoas de castanha
do Brasil possuem altos niveis de &cidos graxos monoinsaturados e poli-insaturados,
principalmente os acidos: oleico (C18:1, ®-9) e linoleico (C18:2, ®-6) (Tabela 1) (TAN et al,
2002; SILVA, 2018; SANTOS, 2012).

Quadro 1- Perfil de 4cidos graxos do 6leo bruto de castanha do Brasil extraido pelo

método de prensagem a frio

Perfil de acidos graxos (%) Concentracao
Acido miristico (C14) 0,06 = 0,00
Acido laurico (C12) 0,00 0,00
Acido palmitico (C16) 14,24 £ 0,02
Acido palmitoléico (C16:1) 0,01 0,00
Acido estedrico (C18) 11,19 £ 0,01
Acido oléico (C18: 1, ®-9) 36,26 + 0,03
Acido linoleico (C18:2, ©-6) 37,53 +0,03
Acido linolénico (C18:3, ®-3) 0,08 £ 0,00
Acido erucico (C22:1n9) 0,28 + 0,00
Acido docosaexaenoico (C22:6, DHA) 0,06 = 0,00

Fonte: Adaptado de Santos (2012). Dados representam a Média + Desvio-padrio das
triplicatas referentes as andlises.

Os principais componentes dos 6leos sdo os dcidos graxos, que podem apresentar em
sua composicdo os dcidos graxos saturados, dcidos graxos monoinsaturados e dcidos graxos
poliinsaturados (PUFA’s) que apresentam grande contribuicdo para a homeostase bioldgica e

fisiologica do organismo humano, em diversas formas (MEHMOOD et al., 2008).
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A essencialidade dos 4cidos graxos presentes no 6leo da castanha do brasil apresenta
grande importancia, pois os mesmos niao podem ser sintetizados pelo organismo, tornando seu
consumo indispensdvel para seu funcionamento, pois 0s mesmos passam pelo processo de
conversao para eicosanoides e decosanoides, que atuam como mediadores lipidicos de
natureza farmacoldgica, destacam-se entre eles: os dcidos linoléico (6mega 6) e linolénico
(6mega 3) (PERINI e al, 2010).

A obtencdo do 6leo da castanha pelo método de prensagem € o tipo mais utilizado em
oleaginosas. Em nivel industrial, s@o utilizadas prensas hidrdulicas ou mecanicas por meio de
extracdes em temperatura fria ou quente. A ampla utilizacdo desse método € explicada pela
praticidade e facilidade do procedimento e por seu custo beneficio, considerando que nessa
técnica ndo ha a formacdo de residuos téxicos ao ambiente. As prensas hidraulicas realizam
pressdo sobre as améndoas, for¢cando a extracdo do conteudo lipidico (SANTOS, 2012).

No método de extracdo do 6leo a frio, as améndoas inteiras sdo depositadas na prensa
hidrdulica, onde serd obtida a torta e o 6leo. Posteriormente, o 6leo € separado da emulsdo
formada com a dgua por meio dos processos de decantacdo, centrifugacdo ou destilacio
fracionada. As castanhas podem passar por procedimentos de pré-tratamento com o objetivo
de aumentar o rendimento: despolpamento e cozimento. No método de prensagem a frio, ndo
ha a deterioracdo de compostos bioativos, contudo, o rendimento do produto final costuma ser

baixo (30-40%) (ZAQUI et al., 2018)

3.3.2 Residuo vegetal da castanha do Brasil

Uma fragdo significativa da castanha do Brasil colhida é destinada ao consumo da
améndoa "in natura". Contudo, quando estas améndoas possuem defeitos como rachaduras em
sua estrutura, e sdo rejeitadas pelo mercado, podem ser descartadas ou utilizadas para a
extracdo de 6leo. No método de extracdo de 6leo por prensagem da castanha, é obtido um
bagaco denominado torta ou residuo vegetal (SOUZA; MENEZES, 2004).

Estudos evidenciaram que o aproveitamento integral dos subprodutos da améndoa da
castanha do Brasil pode contribuir positivamente na alimentacdo da populacdo brasileira,
considerando sua importante composicao nutricional (CARDARELLI; OLIVEIRA, 2000).

No estudo realizado por Kato et al (2016), o residuo vegetal da castanha do Brasil
apresentou a composicao nutricional de 27,12% de proteinas; 13,80% de fibra bruta; 27,42%
de lipidios, 21,18% de carboidratos e valor energético de 439,98 kcal, sendo assim

considerado como um alimento que apresenta um rico perfil nutricional.
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4 METODOLOGIA

4.1 LOCAL DE EXECUCAO DA PESQUISA

A extrag@o do 6leo da castanha do Brasil foi realizada no Laboratério de Anélises e
Pesquisa de Bebidas Alcodlicas (LBA), do Centro de Tecnologia (CT) da Universidade
Federal da Paraiba (UFPB).

O preparo da solucdo do residuo vegetal de castanha do Brasil foi realizada nos
Laboratérios de Bromatologia (LABROM) e Anadlise Sensorial de Alimentos (LASA), do
Centro de Educacdo e Satde (CES) da Universidade Federal de Campina Grande (UFCG). O
ensaio bioldgico foi no Laboratério de Nutrigdo Experimental (LANEX), do Centro de

Educacdo e Saude (CES) da Universidade Federal de Campina Grande (UFCG).

4.2 AMOSTRA

A castanha do Brasil foi obtida em uma loja de produtos naturais da cidade de Jodo
Pessoa — Paraiba (PB), em um unico lote, no periodo de agosto de 2020. As mesmas foram
acondicionadas em um pléstico escuro para a protecao contra luminosidade até o momento de

sua utilizacao.

4.3 EXTRACAO DO OLEO DE CASTANHA DO BRASIL

A obtencdo do 6leo bruto da Castanha do Brasil foi realizada em condi¢des de
iluminacdo controlada através da técnica de extracdo a frio com auxilio de uma prensa manual
com capacidade de 680 kg — Prensa Hidrdulica SL 10 (marca SOLAB, Piracicaba — Sao
Paulo, Brasil). Apds o processo de extracdo, o Oleo foi armazenado em vidro dmbar em

temperatura de refrigeracdo a — 18 °C.

4.4 ELABORACAO DA SOLUCAO DO RESIDUO VEGETAL DE CASTANHA DO
BRASIL

A solugdo da castanha do Brasil foi feita na propor¢ado de 2:1 (4gua - residuo vegetal).
A torta foi pesada, misturada em &4gua e ftritura no liquidificador industrial (marca JL

Colombo, Itajobi — Sao Paulo), posteriormente, a solu¢do foi coada em uma peneira de 230
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mesh. A solucdo do residuo vegetal de castanha do Brasil foi armazenada em vidro &mbar em

temperatura de refrigeracdo a — 18 °C.

4.5 ENSAIO BIOLOGICO

4.5.1 Animais e dieta

Foram utilizadas 24 ratas fémeas primiparas da linhagem Wistar provenientes do
Biotério de criacdo da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) com idade entre 90 e 120
dias e peso de 210 = 50 g. Apos selecdo, os animais foram divididos, de forma aleatdria, em
quatro grupos (n= 6) conforme a suplementacido recebida: Grupo Controle (CT — e 4gua
destilada), Oleo Bruto (OB — dieta padrdo e 6leo bruto extraido da castanha do Brasil), Oleo
de Soja (OS — dieta padrdo e dleo de soja), e Residuo Vegetal (RV — dieta padrao e solucao do
residuo vegetal da castanha do Brasil).

ApOs a divisdo dos animais, foi realizado o acasalamento, nessa fase, as ratas foram
mantidas, individualmente, em gaiolas com um rato macho durante 07 dias. Apds a
confirmacdo da prenhez, através do esfregaco vaginal, as ratas passaram a ser alojadas,
separadamente, em gaiolas-maternidade de polipropileno forrado com maravalha, em
condi¢Oes-padrio: temperatura de 22 + 1°C; obedecendo ao ciclo claro-escuro de 12h, com o
inicio da fase clara as 6h00 e inicio da fase escura as 18h; umidade de + 65%, e com presenga
de exaustores de ar.

No primeiro dia de confirmagdo da prenhez foi iniciado o tratamento, quando cada
animal recebeu, diariamente, por meio de gavagem orogdstrica, a solu¢do com concentracao
de 3.000mg/kg de peso do animal, registrado por dia. A suplementacdo foi realizada durante

21 dias de gestacdo e 21 dias de lactagdo, totalizando 42 dias de suplementacao.

Figura 1. Protocolo experimental da pesquisa
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Fonte: Autoria prépria, 2021.

4.5.2 Consumo alimentar

O consumo alimentar dos animais foi mensurado, semanalmente, a partir do 1° dia em
que foi confirmada a gestacdo das ratas. A avaliacdo do consumo foi obtida pela diferenca da

quantidade de racao ofertada subtraida pela quantidade de racdo rejeitada (sobra).

4.6 TESTES COMPORTAMENTAIS

Os testes realizados ocorreram no periodo entre 11h e 15h, ao final destes, os animais
foram levados de volta ao local de alojamento. Concluidos os testes de comportamento apos o
periodo de desmame, os animais foram eutanasiados por meio de decapitacdo com a

utilizacdo de uma guilhotina especifica.

4.6.1 Avaliacao da memdria no teste de habituacdo em campo aberto

Para a realizacdo desse teste, foi utilizada uma caixa no formato de cubo medindo
60x60 cm, de largura e 60 cm de altura, contendo 9 quadrantes de 20x20 cm (Figura 1).

Para concretude do teste utilizou-se a metodologia descrita por Rachetti et al (2013). O
animal foi exposto ao campo aberto em dois momentos. Primeiro foi realizado o teste de
habituacdo e apds 07 (sete) dias repetiu-se 0 mesmo com a finalidade de comparar a atividade
locomotora dos animais para relacionar com a memdria.

O parametro analisado na realizacdo desse teste foi a quantidade de ambulacGes dos

campos pelo animal, considerando a locomoc¢do das quatro patas para o interior de cada
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campo. O tempo de observacdo foi de 10 minutos. Posteriormente, os videos foram analisados
e as categorias comportamentais identificadas e registradas manualmente. A cada animal
testado o aparelho foi limpo, antes de iniciar e depois de concluido o teste, com solugao de

dlcool a 10% e papel absorvente.

Figura 2. Area do teste de campo aberto.

=

Fonte: LANEX, 2021.

4.6.2 Avaliacao da meméria no aparato do teste de reconhecimento de objetos

Para a avaliagdo de memoéria a curto e longo prazo foi utilizado o Teste de
Reconhecimento de Objetos (NAVA-MESA; LAMPREA; MIjNERA, 2013). O teste consiste
em um campo aberto preto (60x60x60 cm), com seis linhas cruzadas formando 6 quadrantes
de 20 x 20 cm, uniformemente iluminado e com objetos na cor preta, com formatos
(piramides o prisma retangular) e texturas (liso ou aspero) diferentes. O teste consiste em 4
ensaios de 10 minutos que aconteceu em 3 dias. 1° dia — habituacdo durante 10 minutos para
minimizar o estresse da manipulacdo; 2° dia — realizado 24 horas apds o ensaio de habituacao,
cada animal foi colocado no campo aberto contendo dois objetos idénticos em textura, mas
diferentes em forma (por exemplo, uma piramide lisa e um prisma retangular liso,
denominados FO1 e FO2) localizados perto de dois cantos opostos escolhidos aleatoriamente
(12 cm de distancia das paredes). Para mensurar a memoria a curto prazo, 1 hora apds, o
animal foi colocado novamente para exposicdo de 2 objetos: FO1 em seu local original e um
objeto novo (NOI1), idéntico em forma, mas diferente em textura de FO1 e localizado no local

onde FO2 foi colocado durante o ensaio de amostra. E o 3° dia - realizado 24 horas apds o
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teste de memdria a curto prazo, onde cada animal foi colocado no campo aberto para explorar
2 objetos: FO2 em seu local original e um objeto novo (NO2), idéntico em forma, mas
diferente em textura de FO2 e localizado no local onde FOI1 foi colocado durante o ensaio de

amostra. Demonstrado na Figura 3.

Figura 3. Representacdo dos testes de habituacdo em campo aberto e reconhecimento de

objetos.
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Fonte: Adaptado de Nava-Mesa et al., 2013.

4.7 CONSIDERACOES ETICAS

A pesquisa seguiu o protocolo experimental segundo as recomendacdes éticas do
National Institute of Health (Bethesda, USA), com relagdo ao bem-estar dos animais. Apds o
final dos experimentos os animais foram eutanasiados, de forma que se evitasse, a0 maximo,
o sofrimento dos animais.

O presente trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica para uso de animais da UFCG
(CEUA) do Centro de Saude e Tecnologia Rural (CSTR/UFCG) sob a certiddo N° 026/2020.
Todo o experimento foi conduzido no Laboratério de Nutrigdo Experimental (LANEX) da

Universidade Federal de Campina Grande, Campus Cuité-PB.

4.8 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram analisados considerando o nivel de significancia para rejei¢ao da

hipétese nula de p<0,05. Para andlise estatistica dos resultados foi utilizado o teste T Student
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seguido pelo pods teste de Tukey. As andlises estatisticas serdo feitas através do software

Graph Pad Prism versao 7.0.
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S RESULTADOS

5.1 CONSUMO ALIMENTAR

Ao analisar o consumo alimentar das ratas durante a gestacdo, foi observado que, os
grupos que receberam OB (111,50 = 19) e OS (112,00 =+ 11,31) apresentaram um menor
consumo alimentar no final da gestacdo quando comparados ao CT (133,33 £ 7,57) e o RV
(150,50 = 17,31) que apresentaram um maior consumo alimentar comparado aos demais
grupos. Esse padrdo alimentar também foi verificado, os animais dos grupos OB e OS
apresentaram menor consumo durante o inicio (CT = 272 £ 17,08; RV = 281 + 15,43; OB=
230 £ 28; OS= 238 + 19,07) e fim da lactacdo (CT =345 + 17,32; RV= 332,66 + 15,27; OB=
360,66 + 25,71; OS= 296 + 31,19) (Figura 4).

Figura 4- Efeito da suplementacdo de dleo de Castanha do Brasil durante gestacdo e lactacdo

de ratas, sobre o consumo alimentar de ratas.
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Valores expressos em média + d.p. (n=6) Anova Two Way. Letras diferentes indicam diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos (p<0,05).

5.2 HABITUACAO EM CAMPO ABERTO

Na anélise de locomoc¢do no teste de habituacdo em campo aberto, foram observadas
diferencas entre a primeira e segunda exposi¢do, com menor ambulac¢do na segunda exposi¢cao
pelos animais pertencentes aos grupos RV (1 exposicao 102,75 = 10,750; 2* exposic¢ao 60,75
+ 9,535) e OB (1* exposicao 72,75 + 8,578; 2* exposicao 53,80 + 7,190) quando comparados
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aos grupos CT (1* exposi¢cdo 74 + 2,645; 2* exposi¢cao 83,20 + 16,422) e OS (1* exposicao 82
+ 3,55; 2* exposicado 84,25 + 24,253) (Figura 5).

Figura S - Efeito da suplementacdo de 6leo de Castanha do Brasil durante gestacdo e lactacdo
de ratas sobre a ambulac¢do das ratas no teste de Campo Aberto.
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Valores expressos em média + d.p. (n=6) Anova Two Way. * Indica diferenga estatisticamente significativa
entre a 1* e 2* exposi¢ao (p<0.05).

5.3 RECONHECIMENTO DE OBJETOS

Na figura abaixo, podem ser observados os resultados referentes aos testes de memoria

a curto e longo prazo, realizados pelo protocolo do teste de reconhecimento de objetos.

Figura 6- Efeito da suplementacdo de 6leo de Castanha do Brasil durante gestacdo e lactag@o

de ratas sobre o tempo de exploragdo de objetos no teste de memoria a curto prazo e longo.
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Valores expressos em média + d.p. (n=6) Anova Two Way. * Indica diferenga estatisticamente significativa
entre o tempo de exploragdo do objeto familiar comparado ao objeto novo (p<0,05).
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O tempo de exploracdo de novos objetos no teste de memoria a curto e a longo prazo
foi maior nos grupos, OB (TF: 0,060 + 0,003; TN: 0,108 £ 0,004) e RV (TF: 0,067 £ 0,002;
TN: 0,105 £ 0,003) quando comparados aos demais grupos. Ja os grupos CT (TF: 0,115 +
0,003; TN: 0,052 £ 0,005) e OS (TF: 0,060 + 0,002; TN: 0,043 + 0,003) apresentaram um
menor tempo de exploragdo no objeto novo comparado ao OB e RV (Figura 3 e 4).

Os resultados referentes a avaliagdo de tempo da exploracdo de objeto no teste de
memoria a longo prazo, demonstrou que as ratas suplementadas com OB (TF: 0,071 £ 0,002;
TN: 0,150 £ 0,007) e RV (TF: 0,078 + 0,003; TN: 0,117 £ 0,002) apresentaram maior
atividade exploratéria do objeto novo (TN) quando comparado ao familiar (TF), enquanto as
ratas dos grupos CT (TF: 0,117 £ 0,002; TN: 0,076 + 0,001) e OS (TF: 0,103 + 0,003; TN:

0,062 + 0,002) exploraram mais os objetivos familiares (Grafico 4).
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6 DISCUSSAO

Os dados apresentados demonstraram que a suplementa¢do do 6leo e do residuo
vegetal da castanha do Brasil influenciou positivamente na memoria das ratas tratadas durante
a gestacdo e a lactacdo. Para a obtencdo destes dados foram realizados os testes de habituacao
em campo aberto e reconhecimento de objetos.

O consumo alimentar materno de lipidios apresentou consequéncias no consumo
alimentar das ratas, foi observado que, os grupos que receberam o 6leo bruto da castanha do
Brasil e o dleo de soja tiveram um menor consumo alimentar durante a gestacio e lactagdo.
Esta reducdo pode ser justificada pelo mecanismo de regulagdo homeostdtica do metabolismo
do animal, uma vez que a ingestdo dos 6leos, quando comparado aos outros grupos, envolve
uma maior funcdo do valor energético total pela fracdo lipidica presente no componente
administrado (MATOS et al., 2005; FERNANDES et al., 2011).

Foi observado também, que a suplementacdo do 6leo bruto e do residuo vegetal da
castanha do Brasil demonstrou uma maior facilidade de aprendizagem e memdria no teste de
habituacdo em campo aberto. O teste de habituacio em campo aberto demonstraram que os
animais que receberam produtos derivados da castanha do Brasil, demonstraram maior
facilidade de aprendizagem e memoria no teste de habituacdo, isso pode ser justificado pela
acdo de compostos bioativos e os dcidos graxos poli-insaturados que estdo presentes na
composi¢do nutricional da castanha do Brasil e s@o capazes de exercer influéncia na
constituicdo de elementos do sistema nervoso (CORREA et al,2013).

O teste de habituacdo em campo aberto é um parametro utilizado para medir a
capacidade de aprendizagem ndo associativa por meio da habituacdo animal de longo prazo.
Nesse teste, a redu¢@o da ambulacdo na segunda exposicao € referente ao reconhecimento do
ambiente, isto significa que, o animal em seu segundo dia de teste, costuma reduzir a
ambulacdo por reconhecer o ambiente de campo aberto (RACHETTI et al., 2013).

Os resultados apresentados corroboram com um estudo realizado por Oliveira (2015),
que analisou o impacto do 6leo de avestruz sobre a memoria de ratas Wistar suplementadas
durante o periodo de gestacdo e lactacdo, os resultados do estudo demonstraram que os
animais que receberam a suplementacdo de 6leo de avestruz, em maiores concentracoes,
apresentaram melhor desempenho de memdria no teste de habituacdo em relagdo aos animais
pertencentes ao grupo controle.

Nos testes de reconhecimento de objetos, o animal demonstra que possui capacidade

de distinguir os objetos quando, na segunda exposicao ao teste, diante de um objeto familiar
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(ao qual foi exposto na primeira exposicao) e de outro com caracteristicas diferentes (formato
e textura), ocupa o maior tempo de exploracdo no objeto novo, ainda desconhecido (SILVA,
2017).

A avaliagdo de melhor desempenho pode ser observada com o maior tempo de
interacdo com o novo objeto, além do reconhecimento de lugar, processo que envolve a regiao
do hipocampo e preferéncia pelo novo objeto, que estd relacionada a regido do cortex pré-
frontal (CORDNER; TAMASHIRO, 2015; BARKER; WARBUTON, 2011).

Os resultados desse estudo demonstraram um melhor desempenho de memdria nos
grupos suplementados com 6leo bruto e bagaco do residuo vegetal da castanha do Brasil,
evidenciados pela maior taxa de exploracdo do novo objeto, tanto no teste a curto, como a
longo prazo. Esses resultados se assemelham a outros estudos que avaliaram o desempenho de
memoria a curto e longo prazo com a suplementac¢do de 6leo e polpa de abacate (MELO et al.,
2019), 6leos de linhaca (FERNANDES et al., 2011), azeite (PASE et al., 2015).

Uma dieta rica em AGPCL influencia em diversos processos cognitivos associados a
memoria, que contribuem para a formagdo e manutencdo das membranas bioldgicas,
interferindo em sua fluidez e permeabilidade e, por meio disso, interferindo na plasticidade
sindptica e em processos de cogni¢do (DOS SANTOS et al., 2018). Os dleos obtidos através
das améndoas de castanha do Brasil possuem altos niveis de 4cidos graxos poliinsaturados e
monoinsaturados, principalmente, das familias dmega 6 e 9 (TAN; MAN, 2002; SILVA,
2018).

Além de um perfil lipidico que favorece a satude cerebral, a castanha do Brasil possui
em sua composi¢do altos teores de selénio e tocoferdis, nutrientes que possuem atividade
antioxidante. Os antioxidantes sdo compostos essenciais para a integridade da saide do
cérebro, considerando que possuem atividades que protegem as estruturas cerebrais de
reacOes oxidativas, favorecendo a manutencdo da memoria e o processo de aprendizagem
(STALLEN LOPES NOGUEIRA; DUCCATI; HORIQUINI-BARBOSA, 2020).

Os resultados obtidos nos testes comportamentais aos quais os animais foram
submetidos evidenciaram a facilitagdo de memoéria e melhor desempenho nas ratas
pertencentes aos grupos Oleo bruto e residuo vegetal de castanha do Brasil, por meio dessa
informacao pressupde-se que os nutrientes e propriedades funcionais presentes na composicao
dessa oleaginosa favorecem positivamente os processos de aprendizagem e memoria.
Todavia, destaca-se a importancia da realizacdo de novos estudos para esclarecer os efeitos

que a castanha do Brasil e os subprodutos
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7 CONSIDERA COES FINAIS

Mediante ao exposto, compreende-se que a suplementagdo dos produtos derivados da
castanha do Brasil, oleaginosa rica em 4cidos graxos mono e poli-insaturados e compostos
antioxidantes incluindo o selénio e tocoferdis, promoveu a facilitacio e maior desempenho de
memoria nas ratas tratadas durante os periodos de gestacdo e lactacdo. Foram obtidos
resultados positivos do consumo de 6leo bruto e bagaco do residuo vegetal de castanha do
Brasil no desempenho do comportamento de memdria dos animais, verificados nos testes de
habituacdo, memoria a curto e longo prazo. Desta forma, destaca-se a importancia do
consumo, em quantidades adequadas, dessa fonte de 4cidos graxos durante esses periodos,
que além de apresentarem beneficios para as maes, também sdo de grande importancia para o

bom desenvolvimento do sistema nervoso central da prole.
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ANEXOS

Anexo A. Certidao de aprovacio da Comissao de Etica no Uso de Animais (CEUA).

TUnivermdade Federal de Campina Grande
Centro de Saude e Tecnologia Rural
Comissio de Efica no Uso de Animnais

Aw. Santa Cecilia, »'n, Baitro Jatoba, Rodovia
FPaitos,
CEF: 55700-970, Cx postal 64, Tel. (83} 3511-3045

& - Flavia NMegromonte Souto Maior

Frotocolo CEUA CSTR MN® GR26/2020

CERTIDAO

Certificarnos para os devidos fins que o projeto intitulado “efeitoz  do  comsume de
oleo de castanha do braszil sobre o peurocomportamento de memoria em
ratas wistar tratadas durante oz periodos de gestaciio ¢ a Iactacio™, coordenado
pelo (a) pesquisadolal adgma citado (a], obteve parecer consubstanciado pelo regulamento
imtermo deste comité, sendo APROWVADNY, em carater de AEUNAO ORDINARIA 06 DE
AGOSTO DE 2020, estando a luz da= normas e regulamento vigentes no pais atendidas as
pesquisas para especificagtes cientificas.

Patos, 12 de Agosto de Z020.
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Maria de Fatima de Aradjo Lucena
Coordenadora do CEP/CEUASUFCG/Patos



