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MENEZES, R. C. A. Efeito da suplementaciao do 6leo de milho durante a gestacio e
lactacio sobre a memoria da prole de ratas Wistar. 2022. 42 f. Trabalho de Conclusio de

Curso (Graduacao em Nutri¢do) - Universidade Federal de Campina Grande, Cuité, 2022.

RESUMO

Para o desenvolvimento das estruturas e fungdes cerebrais, torna-se imprescindivel o cuidado e
atencdo com a qualidade da alimentacdo, tendo os nutrientes impacto relevante neste
desenvolvimento, pois a gestacdo e lactacdo sdo periodos suscetiveis para a neuroplasticidade
e neurogénese. Alimentos fontes de lipideos, excepcionalmente dcido graxo poliinsaturado,
auxiliam no desenvolvimento do sistema cognitivo. No entanto a deficiéncia nutricional de
acidos graxos poliinsaturados 6mega 3 (o 3) ¢ um fator causador de desordens do
desenvolvimento neurolégico. Sendo assim, o objetivo do estudo foi analisar o efeito da
suplementagdodo 6leo de milho ao longo da gestacdo e lactagdo sobre a memdria da prole de
ratas Wistar. Foram utilizadas quatro ratas da linhagem Wistar para obtencao dos filhotes, dessa
forma, foram formados dois grupos com os filhotes (n=8): Controle: recebeu administracao do
6leo de soja (OS) e o grupo experimental que recebeu administracao do 6leo de milho (OM).
Todos os tratamentos foram administrados por via oral nas ratas maes durante o periodo de
gestacdo e lactacdo. Os animais foram mantidos em condi¢des padrdo, com umidade,
temperatura e ciclo claro-escuro controlados, recebendo dgua e racdo ad libitum. A prole ao
completarem 42 dias de vida, foram submetidos ao teste de habituacdo ao campo aberto, teste
de reconhecimento de objetos e teste do labirinto aquético de Morris. No teste de habituacio ao
campo aberto, percebeu-se facilitacdo da memoria da prole das ratas que receberam o 6leo de
milho, onde os animais na segunda exposi¢do diminuiram sua ambulagdo, significando que a
diminui¢do da exploracgdo reflete nesta habituacio. Ao ser analisado o teste de reconhecimento
de objetos, 0s animais exploraram mais o objeto novo, podendo concluir com isso, que o0 objeto
familiar ja estava memorizado para os animais. No teste do labirinto aquético de Morris,
observou-se facilitacio da memoria, onde os animais no tempo de laténcia, nimero de entradas
na zona da plataforma e tempo na zona da plataforma. Diante dos resultados obtidos, pode-se
concluir que a ingestdo do 6leo de milho sem exposi¢do a formas de calor e aquecimento
promoveu a facilitagdo da memoria na prole das ratas Wistar, mostrando resultados
significativos.

Palavras-chaves: Zea mays L.; Cognicdo; Modelo animal; Acidos graxos; Gordura
poliinsaturada.



MENEZES, R. C. A. Effect of corn oil supplementation during gestation and lactation on
memory in the offspring of Wistar rats. 2022. 42 f. Course Conclusion Paper (Graduation in
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ABSTRACT

For the development of brain structures and functions, care and attention to the quality of food
is essential, and nutrients have a relevant impact on this development, since pregnancy and
lactation are susceptible periods for neuroplasticity and neurogenesis. Food sources of lipids,
especially polyunsaturated fatty acids, help in the development of the cognitive system.
Nutritional deficiency of omega-3 (n-3) polyunsaturated fatty acids is a causative factor in
neurodevelopmental disorders. Thus, the objective of this study was to analyze the effect of
corn oil consumption on memory in the offspring of rats supplemented during gestation and
lactation. Wistar rats were used to obtain the offspring, and two groups (n=8) were formed:
Control that received soybean oil (OS) and the experimental group that received corn oil (OM).
All treatments were administered by gavage to the mother rats during gestation and lactation.
The animals were kept under standard conditions, with controlled humidity, temperature, and
light-dark cycle, receiving water and feed ad libitum. After 42 days of life, the offspring were
submitted to three memory tests: open field habituation test, object recognition test, and Morris
water maze test. In the habituation test in the open field, we noticed an improvement in the
memory of the offspring of rats that received corn oil, where the animals in the second exposure
decreased their ambulation, meaning that the decrease of exploration reflects in this habituation.
When the object recognition test was analyzed, the animals explored more the new object, and
it can be concluded that the familiar object was already memorized by the animals. In the Morris
water maze test, memory facilitation was also observed, where the animals in the latency time,
number of entries in the platform zone, and time in the platform zone. Given the results
obtained, it can be concluded that the ingestion of corn oil without exposure to forms of heat
and warming promoted memory facilitation in the offspring of Wistar rats, showing significant
results.

Keywords: Zea mays L.; Cognition; Animal model; Wistar; Fatty acid
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1 INTRODUCAO

A gestacdo € um periodo critico para o desenvolvimento do sistema nervoso central do
feto e a nutricdo desempenha papel relevante durante a formacgao das estruturas cerebrais, por
exemplo, o aporte adequado de 4cidos graxos poli-insaturados obtidos através da
suplementagdo materna durante a gestac@o estd diretamente relacionada a formagdo do tubo
neural no primeiro trimestre gestacional. Isso se dd pelo fato de o cérebro ser um tecido
constituido majoritariamente (60%) por gorduras (LARRIEU et al., 2015). Segundo, Horrocks
(1999), o DHA ¢ essencial para o crescimento e desenvolvimento funcional do cérebro em
bebés, também € necessdrio para a manutencdo da funcdo cerebral normal em adultos. Sua
inclusdo abundante na dieta melhora a capacidade de aprendizado, enquanto deficiéncias de

DHA estao associadas a déficits de aprendizado.

No entanto, a defici€éncia nutricional de 4dcidos graxos poli-insaturados pode ser uma das
principais causas de desordens do desenvolvimento neuroldgico e alteragdes da atividade da
micréglia com consequente desencadeamento de anormalidades na formagdo e maturacdo dos
circuitos neurais durante o neurodesenvolvimento (MADORE et al., 2014). Além disso,
quantidades inadequadas de Acido Docosahexaenoico (DHA) estio associadas a funcdes
cognitivas prejudicadas. A mielinizacdo das células neuronais também é afetada com a
deficiéncia de dcido graxo em sua composicdo na membrana fosfolipidica, alterando
consequentemente o funcionamento do neurénio. Desse modo observa-se que a dieta materna,
tem impacto direto no neurodesenvolvimento fetal uma vez que o depdsito de DHA no cortex
cerebral ocorre principalmente no dltimo trimestre de gestacdo e nos primeiros seis meses de
vida extrauterina, podendo se estender até os dois primeiros anos de vida. Durante a gestacio o
consumo de d&cidos graxos poli-insaturados € inadequado, fazendo-se necessdrio a
suplementagdo materna desse nutriente durante o periodo gestacional (MAIA; BRITO;
PASSOS, 2019).

Um dos alimentos facilmente encontrados em comércio local e com alto nivel de 4cido
linoleico (@ 6) ¢ o o6leo de milho, 0 ® 6 presentes no 6leo de milho € um 4cido graxo
poliinsaturado essencial para as fungdes metabdlicas. Outro dcido graxo presente nesse 6leo €
o oleico (o 9), uma gordura monoinsaturada. Dessa forma, o 6leo de milho possui uma
composi¢ao de dcidos graxos que o define como de grande importancia para a dieta humana,
principalmente para a preven¢do de doengas cardiovasculares e o0 combate ao colesterol sérico

elevado. Outro importante aspecto dos lipidios no milho estd relacionado ao contetido dos



tocoferdis (vitamina E) e dos carotendides. Os tocoferdis fazem parte da estrutura de hormdnios
e também atuam como oxidantes, enquanto os carotendides, principalmente zeaxantina e
luteina, possuem agdo anticancer, devido a sua propriedade antioxidante. Zeaxantina e luteina
fazem parte da regido macular da retina dos olhos, sendo importantes na integridade da mécula,
garantindo a manutencdo da visdo e a prevencdo da degeneracdo macular, doenca que aflige
especialmente os idosos, € que leva a cegueira. J4 os carotenos (alfa e beta) podem ser
convertidos a retinol, uma substancia provitamina A, possuindo, portanto, importante valor para
a nutricao humana. Essas substancias sdo também importantes na coloracao da carne de aves e
gema dos ovos, propriedades de importincia comercial na cadeia produtiva de aves
(EMBRAPA, 2004).

Sendo assim, percebe-se a importancia da ingestdo de fontes de AGPI (Acido Graxo
Poli Insaturado), como o OM, na alimentacdo durante a gestacdo e lactacdo, auxiliando na
formacgdo neural, da bainha de mielina e prevenindo e/ou desacelerando o acometimento de
alteracdes neurodegenerativas, propiciando consequentemente um desenvolvimento adequado
e colaborando com a facilitacdo da memoria. Além disso, percebe-se a importincia deste estudo
uma vez que nao foi encontrado pesquisas demonstrando o efeito da suplementacdo do 6leo de
milho sob os aspectos de programacao fetal com relacio a memoria. Diante do exposto, esse
estudo tem como intuito investigar e elucidar os possiveis efeitos do 6leo de milho na formacao
do sistema nervoso, associado a memdria da prole de ratas wistar suplementadas durante o
periodo gestacional e de lactagdo.

Entretanto, apesar de conter AGPI, Taco (2011), traz que 100g de OM pode apresentar
884 kcal e 15,2g de 4cido graxo saturado, altos niveis de calorias e 4cido graxo saturado podem
acarretar em Doencgas Cronicas Nao Transmissiveis (DCNT), além disso, Arellano; Saldivar
(2019) mostrou que todos os produtos geneticamente modificados precisam garantir vantagens
sem poOr risco a saide do consumidor. Riscos esses como o desenvolvimento de alergias, cancer
e toxicidade. Diante disto, mesmo contendo altor teor de calorias, gordura saturada e de origem
transgénica, a quantidade de AGPI presentes no OM permite que ele apresente mais vantagem

do que desvantagem para o consumidor?



2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o impacto do 6leo de milho sobre a memoria da prole de ratas wistar

suplementadas durante a gestacdo e lactacao.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Investigar possiveis efeitos do 6leo de milho sobre a atividade locomotora relacionada com

a facilitacdo da memoria da prole de ratas wistar durante o periodo gestacional e de lactacio;

v Avaliar a memoria a curto e a longo prazo da prole de ratas wistar suplementadas com 6leo

de milho durante a gestacdo e lactagdo;

v Avaliar a memoria espacial dos animais em estudo.



3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 MILHO

O milho € um grio da planta Zea mays L. que pertence a familia Gramineae/ Poaceae.
O cardter mondico e a sua morfologia caracteristica resultam da supressdo, condensacdo e
multiplicacdo de vdérias partes da anatomia bdasica das gramineas (EMBRAPA, 2004). Os
aspectos vegetativos e reprodutivos da planta de milho podem ser modificados através da
interacdo com os fatores ambientais que afetam o controle da ontogenia do desenvolvimento,
contudo, o resultado geral da selecdo natural e da domesticacdo foi produzir uma planta anual,
robusta e ereta, com um a quatro metros de altura, que ¢ esplendidamente “construida” para a

producdo de graos (ARELLANO; SALDIVAR, 2019).

Dentre os mecanismos que podem contribuir para a resisténcia a seca e que tém sido
considerados em programas de melhoramento genético, apontam-se, entre outros: a) sistema
radicular extenso ou maior relacdo raiz/parte aérea; b) pequeno tamanho de células; c) cuticula
foliar (com maior espessura e cerosidade); d) mudancas no angulo foliar; €) comportamento e
frequéncia estomdtica; f) acimulo de metabdlito intermedidrio; g) ajuste osmotico; h)

resisténcia a desidratacdo das células (MAGALHAES et al., 2002).

Dessa forma, ressalta-se que atualmente, o milho consumido em todo o mundo tem sido
predominantemente de origem transgénica. Organismos transgénicos sao aqueles cujo genoma
foi modificado com a finalidade de atribuir-lhes nova caracteristica ou alterar alguma
caracteristica ja existente, por meio de técnicas de engenharia genética, através da inser¢ao ou

eliminagdo de um ou mais genes (MARINHO, 2003).

Embora o milho e seus subprodutos sejam muito consumidos pela populacio,
apresentando muitos estudos do ponto de vista vegetal, hd poucos estudos relacionando seus
efeitos bioldgicos nos animais. Estudos realizados in vifro demonstraram que a casca do milho
possui efeito anti-inflamatério e antidiabético (KYUNG-BAEG, 2016; ZHANG et al., 2019) e
estudos in vivo, em ratos, demonstraram efeito diurético do extrato aquoso do cabelo de milho
(PINHEIRO et al., 2011) e vasodilatador do extrato hidroalcodlico (CHOQUEPATA et al.,
2013). Em humanos, foi identificado um estudo no qual o consumo de dois derivados de Zea

mays L. (UP165 e SAM-e) reduziram sinais de depressao e ansiedade (KALMAN et al., 2015).



3.1.1 Oleo de milho

O OM ¢ um produto vegetal extraido da prensagem de graos dessas sementes. Segundo
a Tabela Brasileira de Composi¢do de Alimentos, quanto ao dcido graxo (AG), em 100g, ha
maior presenca de poli-insaturado (50,9g), seguido do monossaturado (33,4g) e, por fim, o
saturado (15,2g), atingindo 100% de lipideos e nenhum valor de proteina e carboidrato (TACO,
2011).

Industrialmente, o 6leo € extraido de coprodutos germinativos contendo 25% a 50% de
6leo obtido por moagem a seco ou moagem umida. O OM € levemente amarelado, com odor e
sabor suaves e caracteristicos, representa uma importante fonte de lipidios bioativos menores,
como fitoesterdis, tocoferdis, tocotriendis e carotenoides. Entre os 6leos vegetais, o 6leo de
milho possui estabilidade a oxidag@o relativamente maior e altas qualidades tecnoldgicas e

nutricionais. Contém altos niveis de &4cido linoleico, essencial para funcOes metabdlicas

(ARELLANO; SALDIVAR, 2019).

3.2 SISTEMA NERVOSO

O sistema nervoso € fundamental para a manuteng¢do da homeostase, a qual ocorre por
um fluxo de informag¢des que coordena as atividades de células, tecidos e 6rgaos (PEREIRA,
2021). O neurdnio € a unidade fundamental do sistema nervoso, sendo responsavel pelas suas
funcdes tnicas, podendo fazer apenas algumas ou até mais de 200 mil sinapses, conectando-se
com poucos ou muitissimos outros neurdnios. Quanto maior o nimero de sinapses que um
neurdnio realiza, mais sofisticada tende a ser aquela aprendizagem, portanto, a complexidade

da aprendizagem depende da quantidade e da qualidade das sinapses.

A complexidade do corpo humano depende muito mais da organizacdo da rede de
neurénios e de como eles estdo interconectados do que o ndmero dessas células. Essa
complexidade da rede neuronal caracteriza as propriedades emergentes que envolvem
consciéncia, inteligéncia, memoria e emogdes. O sistema nervoso apresenta varias estruturas
intimamente interconectadas, mas que, por conveniéncia, dividimos em duas partes: o sistema

nervoso central (SNC) e o sistema nervoso periférico (SNP) (PEREIRA, 2021).

3.2.1 Sistema Nervoso Central



O SNC ¢ dividido anatomicamente em encéfalo e medula espinhal. A medula espinal
fica no canal vertebral, enquanto o encéfalo esta localizado na cavidade craniana. O encéfalo é
dividido em tronco cerebral, que constitui a continuagdo ascendente da medula espinal, o
cerebelo, diencéfalo e o cérebro ou hemisférios cerebrais. Pelo fato de ser constituido por tecido
mole, com uma consisténcia muito semelhante a gelatina, ele é particularmente vulnerdvel a
lesdo por trauma fisico, felizmente o SNC é protegido por células gliais, osso, tecido condutivo
e liquido cefalorraquidiano. Ele recebe e processa informacdes dos 6rgdos sensoriais e das
visceras para determinar o estado do ambiente externo (informagdes sensoriais) e do ambiente
interno (informacgdes viscerais) e integra essas informacdes e toma decisdes, desenvolvendo
acoes apropriadas (STANFIELD, 2014).

As propriedades emergentes das redes neurais sdo derivadas dos circuitos formados pela
conexao dos neurdnios no sistema nervoso. O encéfalo possui os circuitos mais complexos,
bilhdes de neurdnios sdo conectados em intricadas redes que convergem e divergem, criando
um nimero infinito de vias de possibilidade. A sinalizacdo nessas vias produz o pensamento, a
linguagem, o sentimento, o aprendizado e a memoria (BRODAL, 2010).

A composi¢ao do sistema nervoso central € de 75% a 90% por células gliais, células que
proporcionam sustentacdo aos neurdnios, quanto mais elevado € o organismo na escala
evolutiva, maior a quantidade de células gliais no encéfalo. Além disso, elas controlam a
formacdo de sinapses, funcao e fluxo sanguineo (PEREIRA, 2021). Elas secretam substancias
cujos papéis ainda ndo sdo totalmente compreendidos, mas tem atuacOes centrais em lesdes e
doencgas do SNC (BARRES, et al., 2008).

O SNP consiste em neurdnios que fazem a comunicacdo com o SNC e 6rgdos de todo
o corpo, sendo subdividido em duas partes: aferente e eferente. Neurdnios da divisdo aferente
transmitem informagdes sensoriais e viscerais dos 6rgaos para o SNC, informacgoes transmitidas
para o SNC incluem sensagdes somaticas (associadas a pele, musculos e articulagdes), sentidos
especiais (visdo, audi¢do, equilibrio, olfato e paladar) e informacdes viscerais pertinentes ao
ambiente interno (como plenitude estomacal, pressdo arterial e pH sanguineo). Neurdnios da
divisdo eferente transmitem informacdes do SNC para 6rgaos periféricos, denominados 6rgaos
efetores, que realizam fungdes em resposta a comando dos neurdnios, estes sdo, normalmente

musculos e glandulas (STANFIELD, 2014).



3.3 MEMORIA

A memodria € a aquisi¢do, conservacdo e evocagdo de informagdes. A aquisicdo se
denomina aprendizado; a evocagdo, recordac¢io ou lembranca, e a falta de evoca¢ao denomina-
se esquecimento (IZQUIERDO, et al., 2015). A memoéria é compreendida, em diversos campos
da Psicologia, como um local de armazenamento, em que as informag¢des ficam guardadas e,
quando ha necessidade, recuperadas de forma quase literal (SILVA, 2018). Na década de 50 do
século passado, o estudo sobre a memoria foi revolucionado pela descoberta da sua relagao com
o hipocampo. Os estudos sobre o comportamento de pacientes apds cirurgia com lesdao no lobo
temporal, tendo como maior destaque o famoso paciente Henry Molaison, ajudaram a definir o
hipocampo como regido critica para a memoria declarativa [aquela relacionada a experiéncias

proprias (episddica) ou informagdes simbdlicas (seméntica)] (ALMEIDA FILHO, 2019).

A amigdala e o giro do cingulo estdo relacionados a emog¢do e a memdria, e o hipocampo
com o aprendizado e memorias (IZQUIERDO, et al., 2015). O hipocampo, estrutura localizada
na por¢do medial do cértex do lobo temporal, atua no armazenamento das memorias e emogoes.
As funcdes que essas estruturas exercem na memorizacdo € no comportamento, podem ser
afetadas de forma negativa quando nao houver uma nutricdo adequada (GOW; HIBBELN,
2014).

O hipocampo € conhecido por ser recrutado durante a recordacdo de experiéncias do
nosso passado distante, apesar da evidéncia de que os tracos de memdria nesta regido
desaparecem com o tempo. As teorias existentes de consolida¢do em nivel de sistemas ainda
precisam acomodar ambos os fendmenos. Foi proposto que o hipocampo reconstréi memorias
remotas na auséncia do traco original. Ele consegue isso reunindo elementos neocorticais
consolidados em cenas espacialmente coerentes que formam a base do desdobramento de
eventos de memoria. Essa reconstrugdo € provavelmente facilitada pela entrada do cortex pré-
frontal ventromedial. Essa abordagem orientada para o processo de recrutamento hipocampal
durante a lembranca remota é consistente com seu papel cada vez mais reconhecido na
constru¢do de representacdes mentais além do dominio da memoéria (BARRY; MAGUIRE,
2019).

A memoria ocorre em dois niveis: memoria de curto prazo e memoria de longo prazo.
Primeiramente, as informacdes recebidas adentram o SNC e sdo armazenadas como memdria
de curto prazo (também denominada memdria de trabalho), um armazenamento temporario que

dura apenas alguns segundos ou minutos, sendo que pouco espaco estd disponivel para a



memoria de curto prazo; as informagdes colocadas na memdria de curto prazo serdo perdidas
se ndo forem consolidadas em memoria de longo prazo, que pode durar anos ou a vida toda. O
processamento de recordagdes € complexo e envolve vérias dreas do encéfalo, se ndo todas elas,
sendo o lobo frontal critico para a memdria a curto prazo, e o lobo temporal, incluindo-se o

hipocampo, necessario para a memoria a longo prazo (STANFIELD, 2014).

3.3.1 Nutrientes essenciais na formacao do sistema nervoso central

O processo de mielinizagao acompanha o desenvolvimento e este sé se completa quando
ha a maturacdo completa dos processos mielinizantes. Quanto a composicdo molecular da
bainha de mielina, podemos dizer que sua estrutura € pobremente hidratada, pois € rica em
lipideos, contendo apenas 40% de agua, comparados aos 80% encontrados nos neurénios. A
mielina contém 70% - 80% de lipidios (em peso seco), havendo apenas um pequeno conjunto
de proteinas que residem dentro da mielina compactada, das quais a proteina bésica de mielina
(PBM) e proteina proteolipidica (PLP) sdo mais abundantes (SIMONS; KLAUS; NAVE,
2016). A verificacao dos indices de mieliniza¢do ou desmieliniza¢do € um importante meio de
fornecer informacdes que objetivem intervenc¢des no sentido de melhorarem ou prevenirem

transtornos mentais (ROSA; REIS, 2017).

Os AG sdo constituintes estruturais das membranas celulares, cumprem funcdes
energéticas e de reservas metabdlicas, além de formarem hormonios e sais biliares. Dentro da
diversidade dos AG, existem aqueles que o organismo tem capacidade de sintese, porém outros
nao, esses AG cuja biossintese € inadequada sdo denominados dcidos graxos essenciais (AGE):
acido linolénico (6mega-3) e 4cido linoléico (Omega-6). Para suprir a demanda organica, eles
devem estar em quantidades suficientes na alimentacdo. Vérios estudos apontam que sua
utilizacdo traz beneficios para a saide humana, prevenindo enfermidades cardiovasculares,
cancer de colon, doengas imunoldgicas e favorecendo o desenvolvimento cerebral e da retina

(SILVA; JUNIOR; SOARES, 2017).

A razido entre a ingestdo didria de alimentos fontes de AG n-6 e n-3 assume grande
importancia na nutricio humana, resultando em diversas recomendacdes que t€m sido
estabelecidas por autores e 6rgaos de satde, em diferentes paises (MARTIN, 2006). A estrutura
cerebral precisa de aporte constante de aminodcidos para a sintese de neurotransmissores,
especialmente serotonina e catecolaminas (GARCIA et al., 2018). A bainha de mielina forma

uma camada isolante ao redor dos axonios dos neurdnios, esse isolamento permite que os



neurdnios transmitam potenciais de acdo de maneira mais rdpida e eficiente, a mielina é
formada por uma membra lipidica rica em glicofosfolipideos e colesterol (STANFIELD, 2014).
A ingestdo de 4cidos graxos também estd relacionada a fun¢do intelectual e mental (GARCIA
et al., 2018). Estudos apontam que os 4cidos graxos da série do n-3 e n-6 sdo fundamentais no
que diz respeito a transmissdo do impulso nervoso e fun¢do cerebral, capazes de modular

caracteristicas comportamentais (LEDESMA; MARTIN; DOTTI, 2012).

A deficiéncia nutricional de AGPI n-3, € um fator causador de desordens do
desenvolvimento neuroldgico e sua privacao ou ingestdo inadequada estd intimamente ligada a
alteracoes da atividade da micréglia com consequente desencadeamento de anormalidades na
formacgao e maturacao dos circuitos neurais durante o neurodesenvolvimento (MADORE et al.,
2014). A ingestao equilibrada de AGPI n-6 e n-3 é importante para as fun¢des cerebrais, uma
vez que sdo os principais componentes das membranas fosfolipidicas, e o seu consumo
equilibrado tem sido constantemente relacionado a um risco reduzido de declinio cognitivo e

deméncia (SHEPPARD, CHEATHAM 2013).

Os AGE sao os principais componentes das membranas fosfolipidicas e a sua ingesta
da dieta reflete a composicdo das membranas fosfolipidicas neuronais. Podendo afetar
importantes funcdes fisiologicas, dentre elas: a influéncia na resposta inflamatéria e geragdo de
radicais livres, fluidez e permeabilidade da membrana neuronal, entre outros (YEHUDA, 2002;
YEHUDA, 2005). De modo geral, os AGE n-6 sdo abundantemente encontrados nos 6leos
vegetais como girassol, milho e soja, tendo como principal representante o 4cido linoléico,
enquanto os AGE n-3 estdo presentes principalmente nos peixes de dguas frias e profundas,
como sardinha e salmdo, além de oleaginosas como nozes, castanhas e alguns 6leos vegetais
(linhaga e canola), possuindo como representante principal o 4cido a-linolénico

(SANGIOVANNI e CHEW, 2005; LARSSON, 2014).



4 MATERIAL E METODOS

4.1 TIPO DE TRABALHO

Trata-se de uma pesquisa experimental, cujo objeto de estudo foi submetido a
condi¢des controladas pelo pesquisador, para analisar os resultados que tais condicdes
exercem sob o objeto (GIL, 2008). Além de analisar, foi possivel descrever os resultados
obtidos, assim sendo classificada como estudo laboratorial (ANDRADE, 2007). E
considerada também como descritiva, pois os achados foram registrados e descritos da
maneira que foram observados, sem interferéncia do pesquisador (PRODANOV; FREITAS
2013).

4.2 ANIMAIS E DIETA

Foram utilizadas na pesquisa 4 ratas da linhagem wistar, com idade entre 90 e 120
dias e peso de 250 + 50 g. Foi mantida uma fémea para cada macho durante o acasalamento,
sendo utilizadas na pesquisa quatro fémeas. Apds confirmag¢do da prenhez, através de
esfregaco vaginal, as ratas gestantes foram submetidas ao alojamento em gaiolas-
maternidade individuais de polipropileno, em condi¢des-padrio: temperatura de 22 + 1°C,
com ciclo claro-escuro de 12 horas (inicio da fase clara as 6h00), umidade de + 65%.

Houve a formacao de 2 grupos com as ratas prenhas conforme a administracdao dos
6leos, grupos estes constituidos de 2 ratas cada um, sendo eles: Grupo Controle (GC) que
recebeu 6leo de soja e o Grupo experimental (GE) Oleo de Milho, recebendo 6leo de milho.
A dose diaria administrada para cada fémea foi de 1mL x peso(g)/100 para cada um dos
Oleos utilizados. As ratas gestantes receberam ragdo e dgua ad libitum e administragcdo didria
por via oral até o término da lactacdo, conforme o respectivo grupo.

Ap6s a lactacdo (21 dias pds-natal), foram separados 8 filhotes de cada fémea
formando 2 grupos, conforme a administracdo dos 6leos das maes, para a realizar dos testes
de memoéria. Apés o desmame, as proles receberam dieta comercial (Nuvilab) durante todo

o tempo de experimento.

4.3 AVALIACAO COMPORTAMENTAL

Ap6s completarem 42 dias de vida, os filhotes foram submetidos a uma avaliagcdo



comportamental por meio de tarefas de memoria através de 3 testes: Teste de habituacio ao

campo aberto, Teste de reconhecimento de objetos e Teste do Labirinto aquético de Morris.

4.3.1 Teste de Habituacdo ao Campo Aberto

Este teste € usado para a avaliagdo da aprendizagem ndo associativa através da

capacidade de habituacdo do animal a longo prazo (RACHETTI et al., 2013).

O aparelho do campo aberto consiste numa arena quadricular de madeira pintada de
preto (60 x 60 x 60 cm), sendo o piso da arena fracionado (linhas pintadas de branco) em 9

campos quadrados com o mesmo diametro (20 x 20 cm) (Figura 1).

Figura 1 — Arena do Campo Aberto

Fonte: Propria, 2022.

Os animais foram colocados individualmente, na arena do campo aberto, na auséncia
de qualquer estimulo comportamental especifico, para explorar a arena por 10 min (sessdo
de teste) e recolocados apds 24h no aparelho por mais 10 minutos (sessdo de reteste).

O cruzamento das linhas brancas em ambas as sessdes foi contabilizado, sendo
avaliado o par@metro de ambulacio (nimero de cruzamentos dos segmentos pelo animal com
as quatro patas). Todas as sessdes foram registradas com uma camera filmadora fixada no

teto do aparelho e, posteriormente, os videos foram analisados.

4.3.2 Teste de Reconhecimento de Objetos



Para avaliar a memoria em curto e longo prazo foi utilizado o teste de reconhecimento
de objetos (NAVA-MESA; LAMPREA; MUNERA, 2013).

Primeiramente, foi realizada a habituacdo do animal ao campo aberto (mesma arena
usada para o teste de habitua¢do ao campo aberto), na auséncia de qualquer objeto, durante 10
minutos, onde eles exploraram livremente a arena. Em seguida, na sessdo de treino, foram
colocados dois objetos (OF; e OF») para que o animal pudesse explorar a arena por um tempo
de 10 (dez) minutos. Apds 60 minutos da sessao de treino, foi realizado o teste da memoria a
curto prazo, no qual foi mantido o objeto OF; (objeto familiar) e inserido o objeto ON; (objeto
novo), e o tempo de exploracdo dos animais foi de 5 minutos. 24 horas depois, foi realizado o
teste da memoria a longo prazo, no qual foi mantido o objeto familiar (OF2) e inserido um novo
objeto (ON3), e o animal foi introduzido novamente na arena para explorar os objetos por mais
5 min (Figura 2). As posi¢oes dos objetos (familiar e novo) foram mudadas aleatoriamente para
cada animal e a arena higienizada com 4lcool a 10%.

Esse teste avalia o tempo gasto de explora¢do do animal (cheirar e tocar com as patas
dianteiras e/ou focinho) em cada objeto. Todas as sessdes foram registradas com uma camera

filmadora fixada no teto do aparelho e posteriormente os videos foram analisados.

Figura 2 — Esquematizagdo do teste reconhecimento de objetos.
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Fonte: Adaptado de Dere et al., 2005. O1= Objeto 1; O2= Objeto 2; O3= Objeto 3; O4= Objeto 4.

4.3.3 Teste do Labirinto aquatico de Morris



O labirinto aquatico de Morris avalia a memoria espacial dos animais, ligada
principalmente a regido encefdlica hipocampal (BRANDEIS et al., 1989; SULLIVAN, 2010).

O teste foi realizado numa piscina redonda, fabricada com material plastico, com
diametro de 1,60 m e 82 cm de altura, dividida em quatro quadrantes representados pelos pontos
cardiais (norte, sul, leste e oeste), sendo a plataforma (10 cm x 13 cm) localizada na posicao
noroeste. A piscina foi preenchida com dgua até a altura de 54 cm e a plataforma ficou submersa
alcm.

O teste teve duracao de quatro dias, sendo trés deles de treino e o dltimo dia de teste, no
qual a plataforma foi retirada. Cada periodo de treinamento consistiu em quatro ensaios, com
duracdo de 60 segundos cada, nos quais os animais foram posicionados, aleatoriamente, nos
quadrantes. A ordem aleatoria de inicio foi seguida para todos os animais.

Os dias de treinos teve como finalidade fazer com que o animal encontrasse a plataforma
e nela permanecesse por 10 segundos; caso ndo a encontrasse, o animal era gentilmente
conduzido até a mesma. Apds cada ensaio dos treinos, foi dado intervalo de 20 segundos, no
qual o animal foi acondicionado provisoria e individualmente em uma caixa. Durante os dias
de treinos, foi registrada a laténcia de escape.

No dia do teste (quarto dia), a plataforma foi retirada e os animais nadaram durante 60
segundos. Foram analisadas as seguintes varidveis: velocidade média, distancia total percorrida,

nimero de entradas na plataforma, tempo na zona da plataforma e tempo de laténcia.

4.4 ANALISE DOS DADOS

Para andlise dos resultados foi utilizado o software Graph Pad Prism, versao 7.0. Os
dados estdo expressos em média e erro padrao da média, com nivel de significincia de p <
0,05. Foi utilizada a andlise de variancia (ANOV A) one-way, realizando o teste t de Student

para comparagdo entre 0s grupos.

4.5 ASPECTOS ETICOS

Realizou-se o estudo de acordo com a Lei N° 11.794, 08 de outubro de 2008, que
estabelece procedimentos para uso de animais e todos os experimentos foram inicialmente

submetidos a apreciacdo pelo Comité de Etica no Uso de Animais — CEUA do Centro de



Saude e Tecnologia Rural — CSTR, da Universidade Federal de Campina Grande — UFCG.
A pesquisa levou como referéncia o protocolo experimental segundo as recomendacdes éticas
do National Institute of Health (BETHESDA, USA), com relacdo aos cuidados com os animais.
Todo o experimento foi conduzido no Laboratério de Nutrigdo Experimental (LANEX) da
Universidade Federal de Campina Grande, Campus Cuité-PB. O presente trabalho foi
submetido 2 Comissdo de Etica em Pesquisa do Centro de Satide e Tecnologia Rural da UFCG.

A certidao de aprovacdo da pesquisa € de nimero 30/2021 concedido pelo comité de ética

(ANEXO A).



S RESULTADOS

No teste de habitua¢do ao campo aberto (Grafico 1), observou-se uma reducio da
ambulacdo na segunda exposi¢do em relagdo a primeira exposicdo na arena ao campo aberto

tanto no grupo controle (OS) como no grupo experimental (OM).

Grafico 1- Ambulagao do grupo controle administrado com 6leo de soja e do grupo
experimental administrado com 6leo de milho no Teste de Habituacao ao campo aberto.
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Fonte: Prépria, 2022. Dados expressos com média e desvio padrdo. OS = Grupo Controle Oleo de Soja (n=08);
OM = Grupo Experimental Oleo de Milho (n=08). Os dados foram analisados usando o ANOVA One-Way,
seguido do Teste t Student. *** p < 0,001. Diferencas estatisticamente significativa foram consideradas quando
p<0,05.*

Pode-se perceber, no teste de reconhecimento de objetos a curto prazo, que houve
facilitacdo da memdria tanto com grupo controle (OS), quanto com o grupo experimental (OM).
ocorrendo maior exploracdo no objeto novo em relacdo ao objeto familiar (Gréafico 2A).
Comparando-se a taxa de exploracao dos dois grupos, observou-se que o grupo do 6leo de milho

teve uma maior taxa de exploracdo, comparado ao grupo controle (Gréfico 2B).

Grafico 2 — Influéncia da suplementacdo do 6leo de milho no teste de reconhecimento de
objetos a curto prazo
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Ao ser avaliada a memoria a longo prazo, também pdde-se perceber facilitacdo tanto
com grupo controle (OS), quanto com o grupo experimental (OM), apresentando maior
exploracdo no objeto novo em relagio ao objeto familiar (Grafico 3A). Assim como na memoria
a curto prazo, na memoria a longo prazo também houve maior taxa de exploragdo no grupo 6leo

de milho comparado ao grupo controle (Gréfico 3B).

Grifico 3 — Influéncia da suplementacdo do 6leo de milho aplicado ao teste de reconhecimento
de objetos a longo prazo
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No teste labirinto aquético de Morris avaliando a distancia total percorrida em segundos,

nao houve diferenga estatistica significativa (Grafico 4).

Griafico 4 — Influéncia da suplementagcdo do 6leo de milho sob o tempo de distancia total
percorrida em segundos no teste labirinto aquético de Morris
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Fonte: Propria, 2022.

Na velocidade média em segundos, também nao houve diferenca estatistica significativa

(Grafico 5).

Grifico 5 — Influéncia da suplementacdo do 6leo de milho sob a velocidade média percorrida
em segundos no teste labirinto aquatico de morris
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Fonte: Propria, 2022.

Avaliando o tempo de laténcia (Grafico 6), observou-se menor tempo no grupo OM,

quando comparado com o grupo OS.

Grafico 6 — Influéncia da suplementacdo do 6leo de milho sob o tempo de laténcia no teste
labirinto aquético de Morris
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Ao ser avaliado o nimero de entradas na zona da plataforma, observou-se (Grafico 7)

maior entrada do grupo OM, quando comparado com o grupo OS.

Grifico 7 — Influéncia da suplementagdo do 6leo de milho sob o niimero de entradas na zona
da plataforma no teste labirinto aquatico de Morris
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Fonte: Propria, 2022.
No tempo na zona da plataforma em segundos, pdde-se perceber maior tempo do grupo
OM, quando comparado com o grupo OS (Gréfico 8).

Grifico 8 — Influéncia da suplementac@o do 6leo de milho sob o tempo na zona da plataforma

em segundos no teste labirinto aquatico de Morris
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6 DISCUSSAO

O teste de habituacdo ao campo aberto avalia a atividade exploratéria dos animais
que, quando expostos de forma repetida ao aparato, tendem a reduzir a ambulacdo na segunda
exposicdo, indicando a facilitagdo da memoria dos animais, demonstrando que houve
habituacido, sendo este fato interpretado como uma forma de aprendizagem nao associativa
(RACHETTI, et al. 2013). Dessa forma, no teste de habituacdo ao campo aberto, observou-
se reducdo na ambulacdo na segunda exposi¢do em relagdo a primeira exposi¢ao na arena ao
campo aberto, tanto no grupo controle (OS), quanto no grupo experimental (OM). Como em
ambos os grupos a diferenga significativa foi semelhante (p < 0,001), podemos inferir que
ndo houve diferenca de efeitos entre os 6leos analisados.

Melo et al. (2017) observaram resultados semelhantes na prole das ratas que
consumiram a castanha de caju em sua dieta, sendo estd uma boa fonte de acidos graxos
essenciais, como os AGPI, também presentes no 6leo de milho, os quais sdo indispensaveis
durante as fases da gravidez, lactacdo e infancia, influenciando na transmissao dos impulsos

nervosos e na fungdo cerebral.

O teste de reconhecimento de objetos é um teste comum de memdria declarativa,
definida como a memodria consciente de fatos e eventos, sendo essa processada
principalmente pelas estruturas do lobo temporal medial, no qual avalia a memoria a curto
prazo e a longo prazo no animal (FONSECA, 2010). Este teste € usado para a avaliacdo da
aprendizagem ndo associativa através da capacidade de habituacdo do animal a longo prazo

(RACHETTI et al., 2013).

A exploragdo do objeto novo dos dois grupos deste estudo na avaliagdo da memoria
tanto a curto prazo como a longo prazo, pode ser justificado pela preferéncia do animal em
explorar o que € novidade no ambiente (SILVA, 2017). Resultado semelhante foi
evidenciado por Melo et al. (2017), onde o consumo materno de castanha de caju acelerou a

maturagdo reflexa e facilitou a memoria na prole quando ofertada em quantidades adequadas.

A escolha de um modelo experimental para avaliacdo do aprendizado e da memoria
de um roedor, deve levar em consideracdo a capacidade do animal de aprender a tarefa e sua
capacidade de executéd-la. Na avaliacdo da cogni¢do em ratos, o procedimento experimental
do labirinto aquatico de Morris é adequado, uma vez que estes animais se mostram bons

nadadores e apresentam uma boa capacidade de localizacdo espacial requerida neste teste.



Pelo fato de a d4gua ser um meio aversivo, a tendéncia desta espécie € procurar escapar desse

meio (PETTENUZZO, 2001; SA, et al., 2012).

No teste do labirinto aquatico de Morris, em relagc@o a distancia total percorrida e a
velocidade média, podemos observar que o consumo do 6leo de milho pelas maes nao

interferiu significativamente nestes parametros fisicos da prole.

Durante o aprendizado espacial, o parametro quantitativo mais simples que evidencia
a gradual mudanca do desempenho do animal em encontrar o local da plataforma € o declinio
no tempo que esse animal leva para encontrar esse local. Esse tempo € denominado laténcia
de escape (MORRIS 1984; OLIVEIRA; MIAZAKI; JUNIOR, 2017). O tempo de laténcia,
uma das medidas do tempo de processamento, € considerado o tempo ocorrido entre
estimulo e resposta (DONDERS, 1969) e indica o tempo de acesso a informagao na memoria
de longo prazo (STERNBERG, 1992). E o tempo que o animal gasta para se deslocar a fim
de encontrar a plataforma, dessa forma, se ele aprendeu e memorizou a tarefa, nio ird
demorar para encontrar a plataforma. Visto isso, foi apresentado resultado significativo com
o grupo experimental OM quando comparado com o grupo controle OS, onde demonstrou-
se baixo tempo de laténcia para encontrar a plataforma. Resultado semelhante foi visto no
estudo de S4é er al. (2012) utilizando 6leo essencial de Citrus sinensis (L), como também, no
de Soares (2019) avaliando a participac@o dos receptores hipocampais do neuropeptideo Y

na modula¢do da memoria.

Se um rato efetivamente memorizou onde estava a plataforma, espera-se que ele gaste
significativamente mais de 25% do tempo da sessdo de teste nadando neste quadrante, a
procura da plataforma. A relacdo entre este parametro e a formacdo de memoria espacial é
sustentada por estudos farmacoldgicos e de lesdes em dreas cerebrais especificas, como o

hipocampo (REDISH e TOURETZKY 1998; OLIVEIRA; MIAZAKI; JUNIOR, 2017).

Sendo assim, no estudo demonstrou-se resultados positivos no grupo experimental
OM ao comparar-se com o grupo controle OS, quanto ao nimero de entradas na zona da
plataforma e o tempo na zona da plataforma, onde o animal espacialmente se localizou por
mais tempo no local que estava a plataforma, demonstrando facilitacdo da memoria espacial.
Dentre essas andlises, o teste de transferéncia € um dos mais importantes e utilizados, pois
fornece um parametro, independente da laténcia de escape e da velocidade de nado, da

tendéncia de o animal persistir na procura pelo local onde a plataforma se encontrava durante



todo o treino (STEWART e MORRIS 1993, Spink et al. 2001; OLIVEIRA; MIAZAKT,;
JUNIOR, 2017).

A ingestdo equilibrada de AGPI n-6 e n-3 é importante para as func¢des cerebrais, uma
vez que sdo os principais componentes das membranas fosfolipidicas, e o seu consumo
equilibrado tem sido constantemente relacionado a um risco reduzido de declinio cognitivo e
deméncia (SHEPPARD, CHEATHAM 2013). Com isso, podemos dizer que o consumo do 6leo
de milho, sendo fonte de dcidos graxos poli-insaturados, influenciou positivamente no

desenvolvimento cerebral.

Diante do exposto, a presente pesquisa pdode demonstrar que o consumo do dleo de
milho durante a gestacao e lactacio trouxe beneficios para a prole, todavia, vale ressaltar que
este 6leo foi administrado em temperatura ambiente pds refrigeracdo, ndo passando por
nenhum tipo de calor, onde pela populacio € consumido por meio de frituras. Segundo Freire
et al. (2013) ao ser exposto ao aquecimento ou altas temperaturas, o 6leo de milho perde as
propriedades oriundas das gorduras pela degradacao e oxidacdo da mesma. A presenca de
acido graxos livres podem incorporar metais cataliticos presentes no equipamento, dessa
forma, o recipiente/equipamento pode liberar metais para o 6leo, consequentemente, para o

alimento que esté sendo frito.

Sendo assim, levando em consideracdo o estudo e a demonstragdo dos resultados
positivos, mostra-se que a recomendac¢do ocorreu ao consumo do 6leo de milho sem

exposicao alguma ao aquecimento.



7 CONSIDERACOES FINAIS

Diante dos resultados obtidos, pode-se concluir que a ingestdo do 6leo de milho sem
exposi¢do a nenhuma forma de calor e aquecimento, suplementado em temperatura ambiente
pos refrigeragdo, promoveu a facilitagdo da memoria na prole das ratas wistar que receberam o
6leo de milho durante a gestacdo e lactacdo, representando, assim, uma importante contribuicao

para estudos voltados para esta drea da neurociéncia.
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