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RESUMO

O milho € uma das culturas mais importantes para a economia brasileira, sendo a segunda maior
producdo de graos no territério nacional. O 6leo de milho é um produto agroalimentar extraido
do gérmen do milho. Este 6leo apresenta alto valor nutricional, contendo em sua composicao
um alto teor de dcidos graxos poliinsaturados, dos quais os principais sdo os dcidos palmitico,
oleico e linoleico, como também elevados niveis de vitamina A e E. Sabe-se que, durante a
gravidez, mulheres passam por processos fisiolégicos de adaptacdo que culminam na
diminui¢cdo de alguns nutrientes, tais como os acidos graxos, o que pode trazer complicacdes
para a mesma, além destes serem importantes para a formacao do sistema nervoso central do
feto. Sabendo da composi¢do do 6leo de milho, e dos beneficios que o consumo do mesmo pode
trazer, este estudo tem como objetivo avaliar a influéncia da suplementacdo materna de ratas
Wistar, durante os periodos de gestacdo e lactagdo, com 6leo de milho, sobre parametros de
ansiedade na prole dessas ratas. Foram formados dois grupos a partir das maes: Grupo Controle
(GC), as quais receberam 6leo de soja e o Grupo Oleo de Milho (GM), aos quais foram
administradas a dose de 0,3mL/100g de peso do respectivo 6leo. A suplementacdo aconteceu
diariamente, por meio de gavagem, durante todo o periodo de gestacdo e lactagdo. Os animais
da prole, em quantidade padronizada de 9 ratos machos e 7 ratas fémeas, foram submetidos a
trés testes de avaliacdo de parametros de ansiedade: os testes do Labirinto em Cruz Elevado
(LCE), Habituagdo em Campo Aberto (CA) e Caixa Claro-Escuro (CE). Para analisar os
resultados obtidos, foi utilizado o teste T Student, levando em consideracdo o nivel de
significancia para rejei¢do da hipotese nula de p<0,05. As andlises estatisticas foram realizadas
através do software Graph Pad Prism, versao 9.0.0. Ao final dos testes, e apds as andlises dos
resultados, pdde-se observar que a suplementacdo com 6leo de milho na dose supracitada ndo
foi capaz de reduzir parametros de ansiedade dos animais nos parametros avaliados nos
aparelhos do LCE nem da CE, onde todos os parametros apresentaram p>0,05. Quando
avaliamos os indicadores do CA, pdde-se observar que a suplementacdo gerou efeitos
estatisticamente positivos nos parametros de ambulacdo e grooming nos machos e fémeas
oriundos do GM (p=0,0477 para os machos e p=0,0406 para as fémeas no parametro de
ambulacdo; p=0,0179 para os machos e p=0,0063 para as fémeas no parametro de grooming),
e no parametro de tempo nos cantos nas fémeas oriundas do GM (p=0,05343). Por fim, pode-
se concluir que a suplementagdo com 6leo de milho durante a gestacdo e lactacdo, nesta
pesquisa, foi capaz apenas de alterar parametros de ansiedade no aparelho do Campo Aberto.
Ainda, com base nos resultados obtidos, conclui-se nao houve diferencas significativas de
parametros de ansiedade entre machos e fémeas oriundos do GM, uma vez que 0s mesmos nao
diferiram de forma estatistica nos parametros avaliados.

Palavras-chave: Oleo de Milho. Ansiedade. Neurodesenvolvimento. Gestacdo. Sistema
Nervoso Central.



ABSTRACT

Corn is one of the most important crops for the Brazilian economy, being the second largest
grain production in the national territory. Corn oil is an agrifood product extracted from the
corn germ. This oil has high nutritional value, containing in its composition a high content of
polyunsaturated fatty acids, of which the main ones are palmitic, oleic, and linoleic acids, as
well as high levels of vitamin A and E. It is known that during pregnancy, women go through
physiological adaptation processes that culminate in the decrease of some nutrients, such as
fatty acids, which can bring complications to the pregnancy, besides these being important for
the formation of the central nervous system of the fetus. Knowing the composition of corn oil,
and the benefits that its consumption can bring, this study aims to evaluate the influence of
maternal supplementation of Wistar rats, during gestation and lactation, with corn oil, on
anxiety parameters in the offspring of these rats. Two groups were formed from the mothers:
Control Group (CG), which received soybean oil, and the Corn Oil Group (GM), to which were
administered a dose of 0.3mL/100g of weight of the respective oil. Supplementation occurred
daily, by gavage, during the entire period of gestation and lactation. The offspring animals, in
a standardized quantity of 9 male and 7 female rats, were submitted to three tests to evaluate
anxiety parameters: the Elevated Cross Maze (ECL), Open Field Habituation (AC) and the
Light-Dark Box (EC) tests. To analyze the results obtained, we used the Student t-test, taking
into account the significance level for rejection of the null hypothesis of p<0.05. The statistical
analyses were performed using Graph Pad Prism software, version 9.0.0. At the end of the tests,
and after the analysis of the results, it could be observed that the supplementation with corn oil
in the aforementioned dose was not able to reduce anxiety parameters of the animals in the
parameters evaluated in the LCE or EC, where all parameters showed p>0.05. When we
evaluated the indicators of CA, we could observe that the supplementation generated
statistically positive effects on the ambulation and grooming parameters in males and females
from GM (p=0.0477 for males and p=0.0406 for females on the ambulation parameter;
p=0.0179 for males and p=0.0063 for females on the grooming parameter), and on the time on
cornering parameter in females from GM (p=0.05343). Finally, it can be concluded that the
supplementation with corn oil during gestation and lactation, in this research, was only able to
alter anxiety parameters in the Open Field apparatus. Also, based on the results obtained, it can
be concluded that there were no significant differences in anxiety parameters between GM
males and females, since they did not differ statistically in the parameters evaluated.

Keywords: Corn Oil. Anxiety. Neurodevelopment. Gestation. Central Nervous System.
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1 INTRODUCAO

O milho (Zea mays L.) é uma das culturas mais importantes para a economia brasileira,
sendo a segunda com maior produc¢do de graos no territério nacional e com grande participacao
nas exportacoes, tendo, além dos beneficios econdmicos, diversas outras aplicagcdes, tais como

alimentacdo humana e animal, producdo de bebidas, combustiveis, dentre outros (SIMAO,

2016; MIRANDA, 2018; SILVA et al., 2020).

O ¢6leo de milho apresenta um alto valor nutricional e propriedades sensoriais desejaveis
como um leve sabor de noz (MOREAU, 2005). Contém em sua composicao um alto teor de
acidos graxos poliinsaturados (RAMALHO; JORGE, 2006), além de ser fonte de altas
concentracdes de vitaminas E e A (CARVALHO, 2017), o que atribui a estes altos indices

antioxidantes, mostrando-se assim ser essencial a sadde.

Os componentes lipidicos, especialmente os dcidos graxos, estdo presentes nas mais
diversas formas de vida, desempenhando importantes fungdes na estrutura das membranas
celulares e nos processos metabdlicos. Em humanos, os dcidos linoléico (18:2n-6, AL) e alfa-
linol€nico (18:3n-3, AAL), considerados acidos graxos essenciais, S0 necessarios para manter
sob condi¢cdes normais, as membranas celulares, as fungdes cerebrais e a transmissdo de

impulsos nervosos (MARTIN et al., 2006).

Estes agentes, quando metabolizados apds ingestdo, sdo convertidos em alguns
metabolitos como o 4cido araquidonico (AA), dcido eicosapentaenoico (EPA) e acido
docosaexaenoico (DHA), que contribuem para as propriedades fisicas das membranas
bioldgicas, interferindo na fluidez e permeabilidade da mesma (FERRAZ et al., 2008),
influenciando assim na plasticidade sinaptica e cogni¢ao (DELATTRE et al., 2016).

A gestac@o e os eventos a ela relacionados, como puerpério e lactacdo, sao marcados
por profundas mudangas que interferem na vida da mulher e do concepto, dentre as quais, as
mais reconhecidas sdo as modifica¢des relacionadas ao corpo, sua fisiologia e metabolismo
(BAIAO; DESLANDES, 2006). Nesta fase, o organismo requer uma demanda especial para
minimizar possiveis agravos a saide da mie e do concepto, além de oferecer boas condicdes

para o parto (LIMA, 2016).

No inicio da formacdo do sistema nervoso central, hd uma maior demanda de 4cidos
graxos saturados, insaturados e poliinsaturados por parte do feto (EDMOND et al., 2002), que

sdo incorporados em grandes quantidades com fungdes estruturais durante o desenvolvimento
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deste sistema (ARBUCKLE; INNIS, 1993), ao passo que se houver uma deficiéncia destes
nutrientes neste periodo, implicard num comprometimento do comportamento do concepto
(RODRIGUEZ-CRUZ et al., 2005). Desta forma, uma suplementacio destes componentes no
periodo de gestacdo, poderd repercutir em um melhor desenvolvimento do sistema nervoso

central do feto, bem como numa condi¢@o sauddvel para a progenitora.

Diante da importancia dos 4cidos graxos para um bom desenvolvimento do sistema
nervoso dos conceptos, bem como da auséncia de estudos acerca do 6leo de milho, este projeto
visa avaliar a influéncia do consumo de 6leo de milho sobre parametros de ansiedade da prole
de ratas Wistar suplementadas durante os periodos de gestacdo e lactacdo. Entretanto, sabe-se
que a variacao hormonal ligada ao ciclo menstrual em mulheres faz com que estas sejam mais
suscetiveis a alteracoes em funcdes cognitivas, de humor e aprendizado. Desta forma, buscou-
se comparar os efeitos da suplementacio sobre parametros de ansiedade de fémeas e machos

da prole.
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2 OBJETIVOS
2.1 GERAL

Avaliar e comparar parametros de ansiedade entre ratos machos e fémeas da prole de

ratas Wistar suplementadas com 6leo de milho durante os periodos de gestacdo e lactagdo.

2.2 ESPECIFICOS

e Contribuir para o conhecimento cientifico do 6leo de milho acerca dos beneficios por
ele trazidos durante os periodos de gestacao e lactacdo;

e Avaliar parAmetros de ansiedade relacionados ao consumo de 6leo de milho em prole
de ratas suplementadas, por meio do teste do Labirinto em Cruz Elevado;

e Investigar a atividade ansiolitica do consumo de 6leo de milho na prole de ratas
suplementadas, utilizando o teste do Aparelho de Claro-Escuro;

e Analisar parametros de ansiedade no teste de habituagdo em campo aberto;

e Comparar os efeitos do 6leo de milho sobre comportamento ansioso de machos e fémeas

da prole de ratas suplementadas.
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3 REFERENCIAL TEORICO
3.1 OLEO DE MILHO

O milho (Zea mays L.) € um dos principais cereais cultivados no mundo, onde o Brasil
€ o terceiro produtor mundial (6 a 7% da producao mundial). Em 2005, a produgdo brasileira
de milho foi de 35,5 milhdes de toneladas em 12 milhdes de hectares colhidos (FUENTES,
2011).

O milho é especialmente rico em carboidratos (acticares), essencialmente o amido, o
que o caracteriza como alimento energético. O gérmen de milho € rico em 6leo (> 30%), € a
fonte de todo o 6leo de milho comercial, por este motivo o 6leo de milho poderia ser chamado

mais precisamente de "6leo de gérmen de milho" (FUENTES, 2011).

Os principais acidos graxos que constituem o 6leo de milho sdo: 4cido palmitico (9-
17%), oleico (20-42%) e linoléico (39-63%). Apesar da alta insaturacdo, o 6leo apresenta boa
estabilidade oxidativa devido aos altos niveis de compostos insaponificdveis que inclui os

fitosterdis e tocoferdis (FUENTES, 2011).

Como visto acima, a composicao lipidica do 6leo de milho se mostra interessante e
importante para o consumo, visto que € rico em acidos graxos poliinsaturados essenciais, que
significa que nosso organismo ndo possui a capacidade de produzir bioquimicamente estes

lipideos, sendo assim necessaria uma suplementacdo adicional destes na dieta.

32 ACIDOS GRAXOS POLIINSATURADOS E FORMACAO DO SISTEMA
NERVOSO CENTRAL

Segundo Junqueira & Carneiro (2017), o sistema nervoso tem como fungdo receber e
transmitir impulsos elétricos. Ele € dividido, anatomicamente, em sistema nervoso central
(SNC), formado pelo encéfalo, constituintes neurais do sistema fotorreceptor e medula
espinhal; e sistema nervoso periférico (SNP), constituido por nervos e ganglios. O tecido
nervoso € composto principalmente por: neurdnios, células geralmente com longos
prolongamentos, e varios tipos de células da glia ou neuroglias, que sustentam os neurénios e

participam de outras fun¢des importantes.

O sistema nervoso surge muito cedo (3" a 4* semanas pds-fecundag@o) no embrido, como
um espessamento (conjunto de células que se proliferam por divisdes mitéticas) longitudinal
do ectoderma denominado placa neural; ao invaginar-se, esta placa se transforma em goteira
(ou sulco) neural e, posteriormente, em tubo neural. O processo de fechamento da goteira e

formacdo do tubo resulta na presenca de duas aberturas: uma superior (anterior), denominada
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neur6podo rostral e uma inferior (posterior), denominada neurépodo caudal; ambas

normalmente se fecham por volta do 24°-28° dia de vida (PINHEIRO, 2007).

De acordo com Muralikrishna e Hatcher (2007), o metabolismo lipidico possui
particular importancia para o SNC, visto que este 6rgdo possui uma alta concentracdo de
lipidios, perdendo apenas para o tecido adiposo. Baseado em suas caracteristicas moleculares e
localizacao celular, os lipidios desempenham um papel critico no controle da fluidez da
membrana do Sistema Nervoso Central. Além destas funcdes, os lipidios também participam
da constitui¢do das fibras nervosas. Existem dois tipos de fibras nervosas: as mielinizadas e as
ndo mielinizadas. As fibras nervosas mielinizadas, em particular, possuem uma camada lipidica
envolvendo-as, chamada de bainha de mielina, que é de natureza lipidica, desenvolvida também

no periodo neurogénico.

Os 4cidos graxos poli-insaturados de cadeia longa (LCPUFA), tais como os da familia
n-3, como o 4cido eicosapentaenoico (C20:5 n 3, EPA), e o 4cido docosahexandico (C22:6 n 3,
DHA), tém fung¢des bioquimicas e fisioldgicas relevantes no metabolismo e na satide humana.
Nesse sentido, 0 DHA € um nutriente fundamental para o crescimento e desenvolvimento
infantil. Ele tem papel primordial na formacdo e no funcionamento do sistema nervoso central
e da retina dos seres humanos. Além da importancia evolutiva do DHA para nossa espécie, uma
pesquisa estabeleceu que LCPUFAs n-3 s@o criticos durante a gravidez e no estagio inicial da
infancia, nos quais o DHA desempenha um papel decisivo no desenvolvimento e no
funcionamento do cérebro e dos olhos. Deficiéncias e desequilibrios de LCPUFAs (n-6 e n-3)
apresentam correlagdo positiva com comprometimento no desempenho cognitivo e

comportamental da crianga (GONZALEZ; BAEZA, 2017).

3.3 BASES NEUROBIOLOGICAS DA ANSIEDADE

Ansiedade é um sentimento vago e desagradavel de medo, apreensao, caracterizado por
tensdo ou desconforto derivado de antecipacdo de perigo, de algo desconhecido ou estranho
(CASTILLO et al., 2000). A ansiedade se refere principalmente a estados psicolégicos, como
adequacdo social e éxito competitivo (LYRA; NAKAIL; MARQUES, 2010).

z

A caracteristica dos transtornos de ansiedade € a resposta inadequada ao estresse,
regulada pelo sistema nervoso. A resposta ao estresse € a reacido coordenada que acontece em
funcdo de estimulos aversivos. E caracterizada por comportamento de evitacio ou esquiva,
aumento da vigilancia e do alerta, ativagdo da divis@o simpética do sistema nervoso e liberacao

de cortisol pelas glandulas adrenais (KONKIEWITZ, 2009).
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A ansiedade é regulada pela acdo da amigdala e do hipocampo sobre o sistema
Hipotdlamo-Hipofise-Adrenal (HPA), onde a hiperatividade da amigdala estd relacionada a
memorias inconscientes condicionadas pelo medo, e a diminui¢ao da atividade do hipocampo
estd relacionada ao armazenamento de memorias conscientes durante uma situagdo de

aprendizado traumético (BEAR; CONNOS; PARADISO, 2006; LE DOUX, 2001).

3.4 ANSIEDADE NA GESTACAO E IMPLICACOES PARA O CONCEPTO
Estudos epidemioldgicos realizados com amostras de gestantes sdo quase consensuais
quanto a existéncia de uma morbidade aumentada para a sintomatologia psicopatoldgica de tipo

ansioso ou depressivo, durante a gravidez (CONDE; FIGUEIREDO, 2005).

Hansen; Lou; Olsen (2000) realizaram um estudo nacional com mulheres gravidas e
evidenciaram que gestantes expostas a situacdes de estresse, especificamente a situacdo de
perda prévia de um outro filho, podem ocasionar malformag¢des congénitas, principalmente em
Orgdos derivados da crista neural e cardiopatias. Além disso, afirmaram que uma dieta pobre

antes da concepg¢ao também potencializa a ocorréncia destas malformacdes.

Outros estudos evidenciaram que o nascimento de conceptos provenientes de mulheres
gestantes expostas a estresses no periodo gestacional apresenta-se de forma prematura, e
acompanhado com este nascimento precoce, os bebés nascem com o peso abaixo do esperado

para a média de neonatos (COOPER et al., 1996; PAARLBERG et al., 1999).

Os autores da pesquisa “Prenatal psychosocial factors and the neuroendocrine axis in
human pregnancy” evidenciaram que fatores neuroenddcrinos envolvendo a progenitora, a
placenta e o feto estdo associados a fatores do espaco psicossocial da mae durante a gestacao
(WADHWA et al., 1996). Além disso, devido ao fato de muitos destes eventos acontecerem no
utero, a exposicdo do cérebro fetal imaturo e em desenvolvimento as mudangas
neuroenddcrinas maternas podem ter um mais largo e duradouro efeito, que alteragdes similares
nos recém-nascidos ou adultos (CONDE; FIGUEIREDO, 2005).

3.5 ACIDOS GRAXOS POLIINSATURADOS E ANSIEDADE

Cortes e colaboradores (2013) discutiram em seu trabalho sobre a aplica¢do de acidos
graxos dOmega-3 em pacientes com sintomas ansiosos e depressivos em decorréncia da dor
cronica, onde relataram ser importante o uso deste dcido graxo devido possuirem efeitos
similares aos farmacos da classe dos anti-inflamatérios nao esteroides (AINE’s) (MAROON;

BOOST, 2006).
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O hipocampo € uma das estruturas no cérebro adulto onde ocorre a formagao de novos
neurdnios, ou neurogénese. A neurogénese no hipocampo do adulto foi associada diretamente
a cogni¢do e a0 humor (NATACCI, 2018). A modulacdo da neurogénese pela dieta poderia
surgir, entdo, como um possivel mecanismo pelo qual a nutricdo afeta a saide mental

(ZAINUDDIN; THURET, 2012).

3.6 INFLUENCIA DO SEXO BIOLOGICO SOBRE O DESENVOLVIMENTO DO
SISTEMA NERVOSO E COMPORTAMENTO

As diferengas na organizacdo neuronal existentes entre o cérebro do homem e da mulher
decorrem de diversos fatores bioldgicos, que estdo sujeitos a importante regulacdo hormonal,
atribuidas ao dimorfismo sexual (KUMAR, 2017). As células cerebrais da mulher e do homem
apresentam diferencas nos padrdes de expressdao de genes que sdo especificos para o cérebro
em desenvolvimento, os quais determinam func¢des e habilidades especificas para cada género
(MCCARTHY et al., 2009). O SNC € um dos principais tecidos-alvo dos esteroides sexuais, 0s
quais agem tanto por mecanismos gendmicos, modulando a sintese, liberagdo e metabolismo
de muitos neuropeptideos e neurotransmissores, como por meio de mecanismos nao-
genOmicos, influenciando a excitabilidade elétrica, a fun¢do sindptica e as caracteristicas

morfoldgicas dos neurdnios (SILVA; SA, 2006).

Individuos pertencentes ao sexo feminino possuem um ciclo menstrual mensal, marcado
por flutuacdes de niveis de dois hormoénios a depender da fase do ciclo menstrual: a
progesterona € os estrogénios. A progesterona ¢ um hormonio predominantemente feminino,
conhecido por atuar aumentando a atividade da MAO, enzima responsavel pela degradacao das
catecolaminas, resultando assim em diminui¢do dos niveis de serotonina e produzindo efeito
depressivo. O principal efeito depressivo da progesterona € atribuido ao seu metabdlito 3a
hidroxiesteréide denominado alopregnanolone ou 3a,5*-THP, que pode ser formado no proprio
SNC a partir da progesterona e do colesterol. O alopregnanolone age por meio dos receptores
do 4cido gama-aminobutirico (GABA) e sua agdo tem sido demonstrada nas células do

hipocampo, medula espinhal, cerebelo e cértex frontal (SILVA; SA, 2006).

Por outro lado, durante as fases de estrogé€nios elevados, a atividade das estruturas de nivel
superior € refor¢ada, levando a uma melhor modulagdo do stress € a um menor enviesamento
cognitivo para a informacdo negativa. Em mulheres saudaveis, o estrogénio pode apoiar o

funcionamento do cérebro que otimiza a resposta ao stress, processamento emocional e fungdo
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cognitiva, evitando assim ciclos de desregulacdo do sistema hipotdlamo-hipéfise-adrenal e

desregulacdo emocional que pode levar a depressao (ALBERT; NEWHOUSE, 2019).

Isto por que os estrogénios possuem atividades contrdrias a progesterona, tais como ac¢ao
reparadora sobre neurOnios lesados, inibicdo da MAO, participagdo na sintese de
neurotransmissores importantes nas fun¢des de humor e cognicdo, tais como acetilcolina,
catecolaminas e serotonina, dentre outras agdes (SILVA; SA, 2006). A variacdo mensal dos
niveis destes hormonios, que possuem atividades contrdrias sobre o sistema nervoso central,
fazem com que as mulheres sejam mais suscetiveis a varia¢cdes no humor e cognicao, bem como

a problemas permanentes que comprometem estes estados.

Nos individuos do sexo masculino, o esteroide predominante € um andrégeno denominado
testosterona. Diferente das mulheres, os homens nao apresentam ciclos mensais com flutuacao
de diferentes hormonios sendo, dessa forma, a testosterona presente de forma permanente
durante todo o periodo no organismo masculino. Estudos realizados em primatas com este
horm6nio marcado mostram que existem receptores para o mesmo em diversas regides
cerebrais, como hipotdlamo, amigdala, septo e hipocampo (BLOOM, 1998), areas estas
relacionadas com humor, comportamento, memoria, aprendizado e regulacdio hormonal.
Adverso a progesterona, este hormoénio atua de forma benéfica sobre estas funcoes,

promovendo melhora no humor, concentragdo, aprendizado, dentre outros beneficios.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 ANIMAIS E PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Os animais utilizados na pesquisa foram obtidos a partir de ratas da linhagem Wistar,
provenientes do Biotério de criacdo da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) com idade
entre 90 e 120 dias e peso de 250 + 50 g. Foram utilizadas 04 fémeas para obtencdo dos
neonatos, sendo mantida uma fémea para cada macho durante o acasalamento. Apds a
confirmacdo da prenhez através de esfregaco vaginal, as ratas foram alojadas em gaiolas-
maternidade individuais de polipropileno recobertas com maravalha, em condicdes-padrao:
temperatura de 22 + 1°C; obedecendo a um ciclo claro-escuro de 12h, com o inicio da fase clara
as 06h; umidade de + 65%, recebendo 4dgua ad libitum. A ragdo utilizada foi a PRESENCE®,
ofertada semanalmente a uma propor¢do de 30g de racdo/animal/dia O rejeito foi pesado

semanalmente.

Foram formados 02 grupos: Grupo Controle (GC), que recebeu 6leo de soja na dose de
0,3ml/100g de peso do animal e o Grupo 6leo de milho (GM), que recebeu também 0,3ml/100g
de peso do animal. As maes, durante 42 dias, receberam suplementacao diaria (durante os 21
dias de gestacdo e os 21 dias de lactagcdo), por gavagem, com o auxilio de sonda, sempre no

mesmo horario, as 06h00.

Ap6s o desmame, a prole recebeu dieta comercial durante todo o tempo de experimento
(PRESENCE®). As ninhadas foram padronizadas em 08 filhotes por cada rata, e para os testes,
09 filhotes machos e 07 filhotes fémeas para cada grupo, o desmame foi realizado aos 21 dias
pos-natal e os mesmos foram separados. Os animais foram mantidos sob as mesmas condigdes
padrdo que as maes e os experimentos tiveram inicio quando os animais atingiram os 35 dias

de nascidos, com pesos de 220 £20g.

Os animais foram separados em quatro grupos, sendo estes 0 MM, correspondente aos
animais machos que foram suplementados com 6leo de milho; MS, correspondente aos animais
machos que foram suplementados com 6leo de soja, como controle dos animais deste sexo; FM,
correspondente aos animais fémeas que foram suplementados com 6leo de milho; FS,
correspondente ais animais fémeas que foram suplementados com 6leo de soja, como controle

dos animais deste sexo.

4.2 TESTES DE ANSIEDADE
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4.2.1 TESTE DO LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO

Esse teste foi realizado utilizando um equipamento formado por quatro bracos, sendo
dois bragos abertos e dois bracos fechados, estes envolvidos por paredes laterais. Os bragos
abertos sdo dispostos uns aos outros formando assim uma cruz, e sdo elevados a 50 cm do chao.
Os bracos permitem que os animais percebam o precipicio e o espago aberto, fazendo com que
os animais explorem mais os bracos fechados e evitem mais os bracos abertos (CRUZ;
LANDEIRA-FERNANDEZ, 2012). Os animais foram inicialmente colocados no centro do
equipamento e o tempo de exploracdo do aparato foi fixado em 5 minutos/animal. Foram
observados: o nimero de entradas nos bracos abertos, o nimero de entradas nos bragos fechados
e o tempo de permanéncia do animal em cada um destes. A cada troca de animal no aparelho,

foi realizada a higienizagdo de toda a superficie com dlcool 10%.

4.2.2 TESTE DO APARELHO CLARO-ESCURO

Nesse teste os animais foram colocados em uma caixa que possui dois lados, um lado
claro em branco, onde a luz penetra com facilidade, e um lado preto onde a luz nao consegue
atravessar a parede da caixa. Este aparato possui 27 cm de altura, 30 cm de largura 30 cm de
comprimento. Neste aparelho, busca-se analisar o tempo de permanéncia do animal no lado
claro e o tempo de permanéncia do mesmo no lado escuro. O animal foi colocado dentro da
caixa, no centro do compartimento claro e virado para a entrada do compartimento escuro. O

teste teve durag@o de 5 minutos e foram analisados os parametros descritos acima.

4.2.3 TESTE DO CAMPO ABERTO

O aparelho do campo aberto consiste numa arena quadricular de madeira, sendo o piso
da arena fracionado em 9 campos quadrados com o mesmo didmetro. O campo aberto € um
instrumento para testar comportamento de ansiedade e atividade exploratdria, a fim de verificar
os efeitos de ambientes ndo familiares sobre a emocionalidade em ratos (HALL, 1934;
SEIBENHENER & WOOTEN, 2015). Cada animal foi analisado individualmente durante 10
minutos. Entre a troca de um animal para outro, a caixa foi limpa com alcool a 10%. Nesse teste
foram analisados os parametros de rearing (quantas vezes o animal levantard usando as patas
dianteiras), a ambula¢do (quantidade total de cruzamentos das linhas usando as quatro patas),

o grooming (autolimpeza), a defecagc@o (nimero de bolos fecais).

4.3 ANALISE ESTATISTICA
Os resultados foram analisados levando-se em consideragdo o nivel de significancia

para rejeicao da hipotese nula de p<0,05. Para andlise dos resultados foi utilizado o teste T
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Student. As andlises estatisticas foram feitas por meio do software Graph Pad Prism, versao

9.0.0

4.4 CONSIDERACOES ETICAS

O protocolo experimental seguiu as recomendagdes éticas do National Institute of
Health Bethesda (Bethesda, USA), com relacdo aos cuidados com animais, sendo levado em
consideragdao o bem-estar dos animais no laboratério, de modo que o sofrimento e o estresse
dos animais experimentais serdo minimizados a0 maximo. Apos o término dos experimentos,
os animais foram anestesiados com a administracao de cloridrato de ketamina na dose de 1ml/kg
de peso, e eutanasiados por decapitagdo na guilhotina. O protocolo experimental foi aprovado
pelo Comité de Etica de Uso Animal CEUA/CSTR — UFCG sob n° 30/2021 (certiddo em

anexo).
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S RESULTADOS

Este estudo tem como finalidade avaliar os efeitos da suplementa¢cdo com 6leo de milho
sobre a formacao do sistema nervoso central, através da avaliagdo de parametros de ansiedade.
Ainda, pretende-se analisar se hd diferengas, ou ndo, dos efeitos da suplementacdo nos

diferentes sexos dos animais.

5.1 LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO

Em relacdo a quantidade de entrada dos animais nos bracos abertos do labirinto, pode-
se observar que ambos os grupos de 6leo de milho MM 6,333 + 2,121, n=9) e FM (5,857 £
2,478, n=7) ndo apresentaram diferenca significativa quanto a seus respectivos grupos controles
de 6leo de soja MS (7,222 + 3,961, n=9) (P=0,5612) e FS (80,286 + 23,164) (P=0,6665).
Quando se compara os dois grupos de 6leo de milho MM e FM, observa-se que também néo

houve uma diferenca estatistica entre eles (P=0,6850) (Figura 1A).

Ao avaliar o tempo gasto nos bragos abertos, observa-se que ambos os grupos de 6leo
de milho MM (31,167 + 16,995) e FM (24,871 £ 15,117) ndo apresentaram diferenca
significativa quanto a seus respectivos grupos controles de 6leo de soja MS (21,544 + 8,212)
(P=0,1463) e FS (22,814 + 13,004) (P=0,7895). Quando se compara os dois grupos de dleo de
milho MM e FM, observa-se que também nao houve uma diferenca estatistica entre eles

(P=0,4549) (Figura 1B).

Em relagdo ao tempo gasto na regido do centro do LCE, pdde-se observar que ambos 0s
grupos de 6leo de milho MM (39,044 + 19,695) FM (45,457 + 8,334) ndo apresentaram
diferenca significativa quanto a seus respectivos controles de 6leo de soja MS (42,955 + 18,793)
(P=0,6722) e FS (33,186 + 14,526) (P=0,0764). Na comparacao dos animais dos grupos MM
com os do grupo FM, pode-se observar também ndo hd diferenca estatistica entre eles

(P=0,4357) (Figura 1C).
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Figura 1- Teste do Labirinto em Cruz Elevado realizado em prole de ratas Wistar,
suplementadas ou ndo com 6leo de milho, durante a gestacdo e lactacio.
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Figura 1- Teste do Labirinto em Cruz Elevado em prole de ratas Wistar, suplementadas ou ndo com 6leo de milho,
durante a gestacdo e lactagdo. Machos Milho e Machos Soja (MM=9, MS=9, respectivamente); Fémeas Milho e
Fémeas Soja (FM=7, FS=7, respectivamente). Valores expressos em Desvio Padrao (£ DP) Teste T Student. ns
foi usado quando nao houve diferenca estatistica entre os grupos analisados, com p>0,05. * foi usado quando
houve diferenca estatistica entre os grupos analisados, com P<0,05. Fonte: dados da pesquisa, 2021.

5.2 CAMPO ABERTO

Ao avaliar a ambulacdo dos animais no campo aberto, que consiste no nimero de
cruzamento de linhas dos quadrantes, pode-se observar que ambos os grupos do 6leo de milho,
MM (149,777 + 28,230) e FM (153,857 + 31,233), diferiram de forma estatisticamente
significativa dos seus respectivos grupos controle de 6leo de soja MS (126,555 + 16,087)
(P=0,0477) e FS (122,286 + 17,715) (P=0,0406). Quando comparados os machos e fémeas do

grupo 6leo de milho, ndo hd diferenca significativa entre ambos (P=0,7882) (Figura 2A).

Em relacdo ao parametro de rearing, que consiste em ficar sobre as duas patas traseiras,
com as patas dianteiras livres, pode-se observar que ambos os grupos de 6leo de milho MM
(11,444 £+ 3,644) e FM (7,000 + 3,873) ndo apresentaram diferenca significativa quanto a seus
respectivos grupos controles de 6leo de soja MS (10,555 + 5,077) (P=0,6753) e FS (10,428 +
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4,756) (P=0,1649). Quando se compara os dois grupos de 6leo de milho MM e FM, observa-se
que ha uma diferenca estatistica entre eles para esse parametro (P=0,0336), tendo o grupo MM

apresentado um nimero significativamente maior de rearing (Figura 2B).

Quanto ao tempo de grooming dos animais, que consiste no comportamento de
autolimpeza, pode-se observar que ambos os grupos do 6leo de milho, MM (13,000 £ 6,633) e
FM (13,286 + 6,676), diferiram de forma estatisticamente significativa dos seus respectivos
grupos controle de 6leo de soja MS (20,666 + 5,657) (P=0,0179) e FS (29,571 = 11,193)
(P=0,0063). Quando comparados os machos e fémeas do grupo 6leo de milho, ndo ha diferenca

significativa entre ambos (P=0,9333) (Figura 2C).

Em relacdo ao parametro de defecacdo no campo aberto, que € calculado pela soma dos
bolos fecais dos animais, observa-se que nao houve diferenca estatistica entre os grupos de
milho MM (3,333 + 2,000) e FM (2,143 £ 2,116) e seus respectivos controles MS (3,778 +
2,539) (P=0,6854) e FS (3,571 £ 2,879) (P=0,3109), como também ndo houve diferenca
significativa entre os dois grupos de milho (P=0,2686) (Figura 2D).

Quando avaliamos o parametro Tempo nos cantos, tempo esse gasto pelos animais nos
quadrantes das extremidades do Campo Aberto, observa-se que nao hé diferenca significativa
entre os grupos MM (414,911 + 20,049) e MS (430,422 + 45,476). Quanto aos grupos FM
(426,214 = 31,731) e FS (464,100 = 27,495), estes apresentaram diferenca significativa
(P=0,0343). Em relacdo aos dois grupos de 6leo de milho, também nao houve diferenca

estatistica entre eles (P=0,3978) (Figura 2E).
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Figura 2. Teste do Campo Aberto realizado em prole de ratas Wistar, suplementadas ou ndo
com 6leo de milho, durante a gestac@o e lactacdo.
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Figura 3- Teste do Campo Aberto realizado em prole de ratas Wistar, suplementadas ou ndo com 6leo de milho,
durante a gestacdo e lactagdo. Machos Milho e Machos Soja (MM=9, MS=9, respectivamente); Fémeas Milho e
Fémeas Soja (FM=7, FS=7, respectivamente). Valores expressos em Desvio Padrdo (+ DP) Teste T Student. ns
foi usado quando nio houve diferenca estatistica entre os grupos analisados, com p>0,05. * foi usado quando
houve diferenga estatistica entre os grupos analisados, com P<0,05. Fonte: dados da pesquisa, 2021.

5.3 CAIXA CLARO/ESCURO

Em relacdo ao tempo de permanéncia no lado claro da caixa claro/escuro, pdde-se
observar que ambos os grupos de 6leo de milho MM (80,000 + 41,970) e FM (119,142 +
44,544) ndo apresentaram diferenca significativa quanto a seus respectivos grupos controles de
6leo de soja MS (68,333 + 27,308) (P=0,4946) e FS (80,286 + 23,164) (P=0,0631). Quando se
compara os dois grupos de 6leo de milho MM e FM, observa-se que também nao houve uma

diferenca estatistica entre eles (P=0,0930) (Figura 3A).

Ao avaliar o tempo de permanéncia no lado escuro da caixa claro/escuro, observa-se
que ambos os grupos de 6leo de milho MM (220,000 £ 41,970) e FM (180,857 + 44,544) ndo

apresentaram diferenca significativa quanto a seus respectivos grupos controles de 6leo de soja
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MS (231,667 + 27,308) (P=0,4946) e FS (219,714 + 23,164) (P=0,0631). Quando se compara
os dois grupos de 6leo de milho MM e FM, observa-se que também ndo houve uma diferenca

estatistica entre eles (P=0,0930) (Figura 3B).

Em relacdo ao nimero de transi¢des entre os compartimentos claro e escuro, pdde-se
observar que ambos os grupos de 6leo de milho MM (11,222 + 5,718) e FM (14,714 + 4,680)
ndo apresentaram diferenca significativa quanto a seus respectivos grupos controles de 6leo de
soja MS (10,888 +3,919) (P=0,8871) e FS (13,143 + 4,670) (P=0,5412). Ao comparar os dois
grupos de 6leo de milho MM e FM, constata-se que também ndo hé diferenca estatistica entre

eles (P=0,2120) (Figura 3C).

Figura 3- Teste da Caixa Claro/Escuro realizado em prole de ratas Wistar, suplementadas ou
nao com o6leo de milho, durante a gestacao e lactagdo.
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Figura 3- Teste da Caixa Claro/Escuro realizado em prole de ratas Wistar, suplementadas ou nao com 6leo de
milho, durante a gestac@o e lactacdo. Machos Milho e Machos Soja (MM=9, MS=9, respectivamente); Fémeas
Milho e Fémeas Soja (FM=7, FS=7, respectivamente). Valores expressos em Desvio Padrdo (+ DP) Teste T
Student. ns foi usado quando nio houve diferenca estatistica, com p>0,05, entre os grupos analisados. * foi usado
quando houve diferenca estatistica, com P<0,05, entre os grupos analisados. Fonte: dados da pesquisa, 2021.
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6 DISCUSSAO

Existem diversos estudos disponiveis acerca da importancia e dos efeitos da suplementagao
de nutrientes sobre pardmetros de ansiedade em animais, como por exemplo os dcidos graxos.
Porém, poucos sdo os estudos que avaliam essa suplementacao durante os periodos de gestacao

e lactac@o, e o impacto desta sobre os conceptos.

Da mesma forma, existem vdrias pesquisas envolvendo suplementacdo com O6leos e
avaliacdo de seus efeitos em animais, porém nao foram encontradas pesquisas relacionadas a
suplementacdo com 6leo de milho nos periodos de gestacdo e lactagdo. O 6leo de milho se
mostra interessante para pesquisas deste cunho devido sua composic¢ao lipidica, sendo fonte de

acido palmitico, oleico e linoléico (FUENTES, 2011).

A nutricdo materna exerce grande impacto no resultado da gestacdo e sobre a saude da
mulher e da crianga durante a lactacdo. Em ambas as fases € fundamental que as recomendagdes
nutricionais, que se encontram aumentadas em relacdo as mulheres adultas, sejam atendidas

para garantir aporte nutricional e ganho de peso adequados (LACERDA et al, 2007).

A quantidade e qualidade dos lipidios dietéticos ofertados durante o periodo intra e
extrauterino € de extrema importancia, pois, determinard o tipo de dcido graxo a se depositar
no tecido do concepto. A transferéncia desses nutrientes se faz via placenta e leite materno,
através de processos que envolvem mecanismos de difusdo simples e facilitada (INNIS, 2007;

YETIMLER, 2012 apud MOURA, 2019).

Um dos aparatos utilizados nesta pesquisa para avaliar os parametros de ansiedade nos
animais foi o labirinto em cruz elevado. Este aparelho possui forma de cruz e uma elevacao do
solo, tendo dois bracos abertos e dois bragos fechados, sendo cada tipo de brago disposto de
forma coincidente. Este teste baseia-se na aversdo natural que os roedores apresentam por
espacos abertos (LISTER, 1987). Os parametros avaliados neste aparelho sdo o ndmero de
entradas nos bracos abertos, o tempo gasto nos bracos abertos e o tempo no centro. O nimero
de entradas e o tempo gasto nos bracos abertos sdo indicadores inversamente relacionados a
ansiedade (PELLOW et al., 1985). Assim, quanto mais tempo e entradas o animal tiver nos
bragos abertos, menos ansioso pode-se considerar o mesmo. De acordo com os resultados
obtidos nesta pesquisa, a suplementacdo com o 6leo de milho ndo foi capaz de promover
diferenca no comportamento dos animais frente ao espaco aberto do aparelho, visto que estes

ndo diferiram significativamente dos animais do grupo controle. Esses achados do Labirinto
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corroboram com o estudo de Pereira (2019), onde pesquisou-se o efeito da suplementa¢do com

6leo de peixe sobre ansiedade em ratos adultos expostos a estresse cronico.

No teste do campo aberto, a ansiedade ¢ medida por meio dos parametros de ambulacao,
rearing, grooming, defecacdo e tempo gasto nas extremidades do aparelho. Em relacdo a
ambulacdo, pode-se observar que tanto os ratos machos quanto as fémeas do grupo 6leo de
milho apresentaram um niimero significativamente maior deste pardmetro quando comparados
aos animais do grupo controle, ndo havendo diferenca significativa entre os sexos no grupo de
milho. A ambulagdo corresponde ao comportamento de exploracdo do animal no espaco novo.
Substancias que possuem efeitos ansioliticos tendem a aumentar o parametro de ambula¢io no
campo aberto, assim como substancias com perfil ansiogénicos tendem a diminui-lo (TREIT,
1985; SCHMITT; HIEMKE, 1998). Nossos resultados em relacdo a ambulacdo corroboram
com o estudo de Lima (2016), que avaliou o efeito da suplementacdo com 6leo de avestruz em
prole de ratas suplementadas durante gestacao e lactacdo. No pardmetro de rearing, os animais
do grupo 6leo de milho de ambos os sexos nao apresentaram diferenga significativa quanto a
seus respectivos grupos controle, porém apresentaram diferenca estatistica entre si. Em relacao
ao parametro de grooming, os machos e fémeas do grupo de milho apresentaram tempo de
grooming significativamente inferior aos seus grupos controles, ndo havendo diferenca
significativa entre ambos. O comportamento de grooming € aumentado por situacoes
estressantes que nao envolvem a sujidade da pele, o que confere a uma aparente natureza
exagerada e desadaptativa, que, juntamente com seus aspectos repetitivos e estereotipados, o
torna especialmente util para modelar aquelas compulsdes humanas agravadas pelo estresse
(KALUEFF; TUOHIMAA, 2005; VAN HOOF; GISPEN, 1992; VAN ERP et al., 1994 apud
ESTANISLAU et al., 2019). Quanto ao parametro de defecacdo, os grupos de 6leo de milho
ndo apresentaram diferenca estatistica quanto aos seus grupos controles, nem entre si. No que
diz respeito ao parametro de tempo nos cantos, apenas o grupo das fémeas de 6leo de milho
apresentaram diferenca significativa em relacdo ao seu grupo controle, ndo apresentando

diferenca em comparagdo aos machos de 6leo de milho.

No experimento da caixa claro/escuro, o perfil ansiolitico de compostos € avaliado pelos
parametros de tempo no lado claro, tempo no lado escuro e nimero de transi¢des entre um lado
e outro do aparato. Testes baseados no paradigma da novidade, como o teste claro/escuro sdao
comumente utilizados em neurociéncia comportamental para o estudo de medo e ansiedade,
sendo que em geral, administracdes de drogas ansioliticas aumentam o tempo que o animal

gasta no compartimento claro, enquanto drogas ansiogénicas diminuem esse tempo (MANSUR;
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SANTOS; JUNIOR, 2014). De acordo com os resultados obtidos nesse teste, pdde-se observar
que a suplementacdo com 6leo de milho ndo promoveu diferenca significativa em nenhum dos
indicadores avaliados na CCE. Os resultados da pesquisa de Gomes Junior e colaboradores
(2018) difere de nossos resultados, na qual eles suplementaram ratos com acidos anacardicos
presentes na castanha de caju, e observaram um aumento significativo no tempo gasto pelos
animais no compartimento claro da caixa, bem como um aumento no niimero de travessias entre

os dois compartimentos.

Como mostrado anteriormente, individuos pertencentes ao sexo feminino estdo mais
sujeitos a sofrerem alteracdes de humor e comportamento devido a variacao hormonal que estes
apresentam ao longo de cada més de suas vidas. Com essas informacdes, era esperado que
houvesse diferenca nos parametros comparados entre ratos machos e fémeas de cada grupo, de
forma que se esperava que os ratos machos apresentassem melhor desempenho nos testes. Ao
fim dos experimentos, observou-se que nao foi isso que aconteceu, tendo assim como resultados

parametros sem diferenca estatistica entre 0s sexos.



34

7 CONSIDERACOES FINAIS

A partir dos resultados obtidos com as metodologias executadas, em ratos Wistar, foi

possivel concluir que:

e O 6leo de milho, na suplementacdo de 0,3ml/100g de peso, durante os periodos de
gestacdo e lactacdo, foi capaz apenas de alterar pardmetros no teste do campo
aberto;

e A suplementagdo com 6leo de milho ndo foi capaz de melhorar parametros
avaliados no Labirinto em Cruz Elevado;

e O consumo adicional de 6leo de milho ndo apresentou influencia em pardmetros
avaliados na Caixa Claro/Escuro;

e A ingestdo do 6leo de milho interferiu de forma positiva nos pardmetros de
ambulacdo e grooming nos machos e fémeas do grupo milho, e no parametro de
tempo nos cantos apenas nas fémeas do grupo milho;

e De forma geral, ndo foram observadas diferencas significativas no comportamento

ansioso de machos e fémeas do grupo 6leo de milho quando comparados entre si.

No entanto, h4 a necessidade de novos estudos avaliando os efeitos da suplementacio
com Oleo de milho, nos periodos de gestacdo e lactagdo, em diferentes doses, buscando

investigar se o aumento na dose interfere nos parametros avaliados.
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Universidade Federal de Campins Grande
Centro de Saiide ¢ Teenologia Rural
Comissie de Etica no Uso de Animais Q
Av. Santa Cecilia, s'n, Bairro Jatoba, Rodovia Pates,
u CEP: 58704970, Cx postal 64, Tel (83) 3511-3045

A Sra.: Profa. Dra. Camila Carolina de Menezes Santos Bertozzo
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CERTIDAO

Certificamos para os devidos fins que o projeto infitulado “Comparagdo entre os efeitos
do dleo de milho orgdnico e transgénico sobre a memdria da prole de ratas
suplementadas durante a gestacdo e lactacdo”, cocordenado pelo (2) pesquisador (a)
acima citado (a), obteve parecer consubstanciado pelo regulamento interno deste comité,
sendo APROVADO em Reunido Ordinaria no dia 23 de dezembro de 2021, estando a luz
das nommas e regulamentos vigentes no pais e atendidas as pesguisas para
especificactes cientificas.

Patos, 23 de dezembro de 2021

Prof. Or. Valdir Almaida
UFCG | Campus Patos

SIAPE 1406022

Prof. Valdir Morais De Almeida
Coordenador do CEP/CEUA/UFCG/CSTR
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