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RESUMO

ALVES, A. P.V. Efeitos da ingestiao de salsicha caprina adicionada de quitosana ou
quitosana glicosilada sobre o comportamento da ansiedade em ratos dislipidémicos.
2018. 58f.Trabalho de Conclusao de curso (Graduacdo em Nutricdo) - Universidade Federal
de Campina Grande, Cuité, 2018.

As dislipidemias caracterizam-se por alteracdes metabdlicas dos lipideos plasmaéticos, e tais
alteracdes podem ser causadas pela ingestdo excessiva de alimentos de alta densidade
energética. O consumo de fibras é considerado um agente terapéutico eficaz no combate as
dislipidemias e a quitosana é uma fibra em potencial. O objetivo deste trabalho foi avaliar os
efeitos comportamentais em ratos dislipidémicos submetidos a uma dieta com salsicha caprina
adicionada de quitosana ou quitosana glicosilada. Ratos machos da linhagem Wistar, com 42
dias, foram divididos em 4 grupos, sendo um controle sem indugdo de dislipidemia e 3
experimentais com indu¢do prévia de dislipidemia. O experimento foi realizado durante 42
dias, sendo feita nos 14 dias iniciais a inducdo a dislipidemia. Ap6s 28 dias, foi feito o
tratamento com a utilizacdo da salsicha caprina adicionada de quitosana ou quitosana
glicosilada. Por fim, foram realizados os testes de Campo Aberto e Labirinto em Cruz
Elevado (LCE). No campo aberto, houve uma redugao significativa na quantidade de levantar
do grupo dislipidémico (13,8 £+ 2,7) em relagdo ao grupo controle (24,8 + 3,7) enquanto o
grupo quitosana glicosilada teve um aumento significativo (25,0 + 1,9) quando comparado ao
grupo dislipidémico. Na ambulacdo, tempo de autolimpeza e defecacdo, nido foram
encontradas diferencas estatisticas. No LCE, com relagao ao nimero de entradas nos bragos
fechados, o grupo dislipidémico teve o maior nimero de entradas (4,1 + 0,8) em comparagdo
ao grupo controle (1,4 +0,2); o grupo quitosana (0,4 + 0,2) apresentou diferenca significativa
em comparagdo ao grupo dislipidémico e ao grupo quitosana glicosilada (3,5 + 0,7). Com
relacdo a permanéncia nos bragos abertos, o grupo dislipidémico permaneceu mais tempo nos
referidos bragos (11,6 + 4,1), quando comparados com o grupo controle (0,9 + 0,4), grupo
quitosana (1,0 = 0,6) e grupo quitosana glicosilada (0,6 + 0,4). Nos demais parametros, nao
foram encontradas diferencas significativas. Diante dos resultados obtidos, podemos concluir
que o consumo de uma dieta rica em gordura saturada aumentou a ansiedade em ratos adultos
e a quitosana glicosilada reverteu esse efeito. Entretanto, em um dos parametros, houve efeito

ansiolitico no grupo dislipidémico, podendo ser considerado um efeito isolado.

Palavras-chave: dislipidemia. fibras. salsicha caprina.



ABSTRACT

ALVES, AP.V. Effects of ingestion of added capsuit of quitosanic or
glycosilatedquitosane on anxiety behavior in dislipidemic rats. 2018. 58f.(Graduation in
Nutrition) - Federal University of Campina Grande, Cuité, 2018.

Dyslipidemias are characterized by metabolic changes in plasma lipids, and such changes may
be caused by excessive intake of high-energy foods. Fiber consumption is considered an
effective therapeutic agent in the fight against dyslipidemias and chitosan is a potential fiber.
The objective of this work was to evaluate the behavioral effects in dyslipidemic rats
submitted to a diet with caprine sausage added with chitosan or glycosylated chitosan. Male
Wistar rats, 42 days old, were divided in 4 groups, one control without induction of
dyslipidemia and three experimental groups with previous induction of dyslipidemia. The
experiment was carried out for 42 days, and the induction of dyslipidemia was performed in
the first 14 days. After 28 days, the treatment was done with the use of caprine sausage added
with chitosan or glycosylated chitosan. Finally, the Open Field and Labyrinth Cross Elevated
(LCE) tests were performed. In the open field, there was a significant reduction in the amount
of lifting of the dyslipidemic group (13.8 £ 2.7) in relation to the control group (24.8 + 3.7)
while the glycosylated chitosan group had a significant increase (25, 0 = 1.9) when compared
to the dyslipidemic group. In the ambulation, time of self-cleaning and defecation, no
statistical differences were found. In the LCE, in the number of entries in the closed arms, the
dyslipidemic group had the highest number of entries (4.1 + 0.8) compared to the control
group (1.4 £ 0.2); the chitosan group (0.4 = 0.2) presented a significant difference in
comparison to the dislipidemic group and the glycosylated chitosan group (3.5 = 0.7). In the
remaining time in the open arms, the dyslipidemic group remained longer in the arms (11.6 +
4.1), when compared to the control group (0.9 + 0.4), chitosan group (1.0 + 0.6) and
glycosylated chitosan group (0.6 £ 0.4). In the other parameters, no significant differences
were found. Considering the results obtained, we can conclude that consumption of a diet rich
in saturated fat increased anxiety in adult rats and the glycosylated chitosan reversed this
effect. However, in one of the parameters, there was an anxiolytic effect in the dyslipidemic

group, and it could be considered an isolated effect.

Key-words: dyslipidemia. fibers. caprine sausage.
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1 INTRODUCAO

As dislipidemias tém por caracteristicas alteracdes metabdlicas dos lipideos
plasmaéticos, sendo definidas por elevagdes na concentracdo de lipoproteinas aterogénicas,
como a lipoproteina de baixa densidade (LDL-c) e triglicerideos (TGs), bem como uma
reducdo nos niveis plasméticos da lipoproteina de alta densidade (HDL-c). Sdo classificadas
como primdrias, quando s3o de origem genética, caracterizadas por alteragdes
neuroenddcrinas e distirbios metabdlicos e, secunddrias, quando decorrente de fatores
externos, relacionadas ao estilo de vida, tais como diabetes mellitus, alcoolismo, obesidade,
sedentarismo, dieta desequilibrada (CARDOSO et al., 2011; FALCAO, 2011; FERREIRA et
al., 2011).

A nutricdo tem influéncia direta tanto no funcionamento fisiologico normal, como
também em condi¢Oes patoldégicas (MAURER et al.,, 2009). A ingestdo excessiva de
alimentos de alta densidade energética resulta, de modo geral, em anormalidades metabdlicas,
tais como dislipidemia, obesidade central, hipertensdo, doengas cardiovasculares (DCV) e
diabetes mellitus (MOLLER; KAUFMAN, 2005).

Segundo Faludi et al. (2017), a principal acdo contra as dislipidemias € a dietoterapia,
seja tal conduta terapéutica isolada ou em conjunto com outros tipos de tratamento, porém,
ndo hd eficicia de qualquer outro tipo de tratamento das dislipidemias sem a associa¢do a
condutas dietoterapicas.

O consumo de fibras é considerado um agente terapéutico muito eficaz no combate
as dislipidemias, uma vez que se ligam aos 4cidos biliares e geram o aumento de sua
eliminacdo pelas fezes, promovendo a reducdo dos lipideos plasmdticos (ELIAS; ITO;
SLEIMAN, 2001).

Nos ultimos anos, houve uma tendéncia para a descoberta de novas fontes de fibras
dietéticas usadas como ingredientes na industria alimenticia. Tal fato ocorreu devido a
importancia das fibras alimentares, que levou, consequentemente, ao desenvolvimento de um
grande mercado potencial para produtos e ingredientes ricos em fibras (CHAU; HUANG,
2003).

A quitosana assemelha-se = quimicamente a fibra alimentar vegetal
celulose(SANTHOSH et al., 2006).Trata-se de uma espécie originada da hidrdlise alcalina da
quitina, sendo um polimero natural de derivados de glucosamina das paredes das células de

alguns fungos e dos exoesqueletos de crustdceos (ZHANG et al, 2011).E amplamente
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utilizada na industria, seja na inddstria de alimentos, devido sua atividade antimicrobiana,
bem como na inddstria farmacéutica, tendo em vista seus atributos como coagulante,
cicatrizante, analgésica, dentre outros (NGO et al., 2015).Apresenta ainda efeitos benéficos
nos lipidos séricos, incluindo colesterol total, triglicerideos, colesterol de baixa densidade,
bem como na redugdo do peso corporal (TAN et al., 2014).

Virias pesquisas tém mostrado que a quitosana apresenta inimeras atividades
bioldgicas, tais como atividades antimicrobianas, antitumorais e antioxidantes (SHAHIDI;
ABUZAYTOUN, 2005; ZHANG et al., 2010), sendo capazes de prevenir a peroxidacdo
lipidica das membranas celulares (CHIANG; KIM., 2000). Investigacdes mais recentes
indicam que os oligossacarideos de quitosana (COSs) possuem boas propriedades
neuroprotetoras, antineuroinflamatérias e antiapoptose (HAO et al.,, 2017; PANGESTUTI;
KIM, 2010; ZHOU et al., 2008).

A quitosana € muito conhecida como antioxidante capaz de eliminar ou prevenir os
danos causados pelos radicais livres, na medida em que protegem o corpo contra a
deterioragcdo causada por esses radicais (NGO et al., 2011; REUTER et al., 2010; VALKO et
al., 2007). Apesar dos beneficios ja relatados, ndo foram encontrados estudos da quitosana ou
quitosana glicosilada sobre os efeitos comportamentais.

Na atualidade, existe uma grande variedade de alimentos enriquecidos com fibras,
incluindo produtos cdrneos (FERNANDEZ-LOPEZ et al.,2007).

A carne caprina possui baixa quantidade de dcidos graxos saturados, e alto indice de
dcidos graxos insaturados, portanto, rico em propriedades hipocolesterolémicas (DAWKINS
et al., 1999; MAHAN; ESCOTT-STUMP; RAYMMOND, 2013). E de se ressaltar que o
percentual de gorduras saturadas na carne caprina € inferior ao percentual encontrado nas
carnes de frango, boi, porco e cordeiro (BANSKALIEVA et al., 2000; apud MALEKIAN et
al., 2014).

Assim sendo, levantou-se a hipdtese de que um produto processado a base de carne
caprina, como a salsicha, apesar de ser considerada um alimento prejudicial, poderia trazer
algum beneficio para a saide, devido as propriedades benéficas da carne caprina, e esses
beneficios poderiam ser potencializados pela adicdo ao produto da quitosana ou da quitosana
glicosilada. Dessa forma, objetiva-se através do presente trabalho avaliar os efeitos
comportamentais do consumo desse produto em ratos dislipidémicos, para investigar se o

consumo seria capaz de reverter os danos causados pela dislipidemia.
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2 OBJETIVOS

2.10BJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos comportamentais de ratos dislipidémicos submetidos a uma dieta

com salsicha caprina adicionada de quitosana ou quitosana glicosilada.

2.20BJETIVOS ESPECIFICOS

e Analisar o comportamento de ratos submetidos a testes de ansiedade;
e Estabelecer a relagdo entre o consumo da salsicha caprina adicionada de quitosana ou

quitosana glicosilada e 0 comportamento dos ratos;
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 DISLIPIDEMIA

A dislipidemia € definida como uma doenca cronica nio transmissivel que se revela
por meio do excesso de gordura na corrente sanguinea (GE et al., 2015; MOHAMMADBEIGI
et al., 2015), tendo como caracteristica alteracdes metabdlicas dos lipideos, sendo definidas
por elevacdes na concentragdo de lipoproteinas aterogénicas (LDL-c) e triglicerideos (TGs),
bem como uma reduc@o nos niveis plasmaticos da lipoproteina de alta densidade (HDL-c).
(CARDOS et al., 2011; FALCAO, 2011; FERREIRA et al., 2011 ).

A dislipidemia é considerada, atualmente, o fator de risco cardiovascular mais
prevalente na populagdo, sendo uma condi¢do que pode persistir durante toda a vida adulta,

seja de origem primaria ou de origem secunddria (MEDEIROS et al., 2013).

3.1.1 Classificacao da dislipidemia

As dislipidemias classificam-se em: hiperlipidemias, que estdo relacionadas ao nivel
elevado de lipoproteinas; e hipolipidemias, relacionadas aos niveis plasmaticos de
lipotroteinas baixo (FALUDI et al., 2017).

Existem vdrias classificacdes propostas. As mais importantes sao as seguintes:

e Classificacdo etioldgica, que dizem que as hiper e as hipolipidemias podem ter
causas primdrias ou secunddrias, sendo causas primdrias as de origem genética e
as causas secunddrias, decorrentes do estilo de vida inadequado, ou de certas
condi¢des morbidas ou medicamentosa.

e C(lassificacdo laboratorial: leva em conta a fracdo lipidica alterada:
Hipercolesterolemia isolada, aumento isolado do LDL-c (LDL-c > 160 mg/dL);
Hipertrigliceridemia isolada: aumento isolado dos triglicerides (TG > 150 mg/dL
ou > 175 mg/dL, se a amostra for obtida sem jejum), Hiperlipidemia mista:
aumento do LDL-c (LDL-c > 160 mg/dL) e dos TG (TG > 150 mg/dL ou > 175
mg/ dL, se a amostra for obtida sem jejum). Se TG > 400 mg/dL, o calculo do
LDL-c pela formula de Friedewald é inadequado, devendo-se considerar a
hiperlipidemia mista quando o ndo HDL-c > 190 mg/dL. HDL-c baixo: reducdo
do HDL-c (homens < 40 mg/dL e mulheres < 50 mg/dL) isolada ou em

associacdo ao aumento de LDL-c ou de TG.
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e C(lassificacdo fenotipica, que se baseia no padrdo lipoprotéico associado a
elevadas concentracdes de colesterol e/ou triglicerideos, ndo sendo considerado
o HDL-c. Esta classificacdo, que foi proposta por Fredrickson, € pouco utilizada
atualmente, apesar de se reconhecer a contribui¢do desta classificacdo (FALUDI
et al., 2017).

e C(lassificacdo Hipercolesterolemia Familiar (HF), que € um tipo de dislipidemia
diagnosticada em criangas e adolescentes, de origem primdria, autossOmica
dominante, onde hd mutagcdao nos genes LDLR, APOB e PCSK9, responséveis
por codificar receptores de colesterol LDL, provocando, desde o nascimento,
elevadas concentragdes de colesterol LDL no sangue (LUCENA, 2014;
MEDEIROS et al.,, 2013). Ao contrario da dislipidemia secundéria, que ¢é
causada por outras patologias e fatores ambientais, e consegue ser controlada
com estilo de vida sauddvel, a HF requer tratamento farmacoldgico

(MEDEIROS et al., 2013).

3.1.2 Terapia nutricional na dislipidemia

Sao predominantes os casos de dislipidemias decorrentes de um estilo de vida
inadequado, com dietas ricas em gorduras trans e saturadas aliado ao sedentarismo. A
obesidade também atua num efeito metabdlico prejudicial, com elevacdo de triglicerideos e
LDL-c, reducao de HDL-c, além de modificar as subfra¢des dos lipideos (JELLINGER et al.,
2017.

Os alimentos industrializados, na maioria das vezes, sdo ricos em gordura trans,
sendo esse tipo de gordura favordvel no aumento da razao LDL-c/HDL-c e elevar os niveis de
triglicerideos e por essa racdo deve-se evitar seu consumo (KAWASAKI et al, 2011;;
MASSOULARP et al., 2011; SMIT; MOZAFFARIAN; WILLET, 2009). Deve-se, ainda,
reduzir o consumo de alimentos de origem animal, pois contribuem para o aumento do
colesterol total e o colesterol LDL e tém relacdo com doencas cardiovasculares. Através da
reducdo do consumo total de gordura da dieta, € possivel alcancar a reducdo dos niveis de
triglicerideos nos casos em que também apresentam quilomicronemia. J4 nos casos
relacionados a diabetes e obesidade, a dieta deverd ser hipocaldrica e adequada em
carboidratos e gorduras (MASSOULARP et al., 2011; SMIT et al., 2009).

A base da prevencdo da dislipidemia durante a infincia ¢ uma dieta sauddvel em

quantidade e qualidade, salvo nos casos de dislipidemias de causas genéticas, que necessita de
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um tratamento especifico. E extremamente importante orientar a populacio no sentido de
estimular a ingestdo de gorduras de origem vegetal naturais, monoinsaturadas e poli-
insaturadas, de alimentos ricos em fibras insoliveis e soliveis, utilizar cereais integrais e, pelo
menos, cinco porcdes didrias de frutas e verduras (JELLINGER et al., 2017).

O consumo de fibras soldveis também € um fator importante aliado na reducdo do
colesterol. Elas formam um gel que se liga aos dcidos biliares no limem intestinal,
aumentando sua excrecdo pelas fezes e reduzindo, assim, sua reabsor¢do durante o ciclo
entero-hepdtico. Tal reducdo estimula a sintese de novos 4cidos biliares, diminuindo o
colesterol disponivel para incorporacao em lipoproteinas. O grau de viscosidade tem efeito
diretamente proporcional a reducio do colesterol. As fibras soliiveis e o amido resistente sao
fermentados por bactérias encontradas no intestino grosso, que produz 4cidos graxos de
cadeia curta e auxiliam na redu¢do dos niveis de colesterol. J4 o consumo de fibras insoldveis
ndo tem efeito na reducdo do colesterol e do risco cardiovascular. Recomenda-se a ingestao
didria de 25 g de fibras, a fim de evitar Doengas Cardiovasculares (DCV) e cancer

(CHUTKAN et al., 2010; KIM; JE, 2016).

3.2 QUITOSANA

A quitosana trata-se de um biopolimero natural proveniente da quitina, sendo o
segundo polimero mais abundante na natureza, depois da celulose (KUMAR, 2000). A
quitosana € uma forma derivada da desacetilacio da quitina encontrada nas conchas de
crustiaceos (SINI; SANTHOSH; MATHEW, 2005). Porém, pode ser encontrada em outras
fontes na natureza, como nos insetos, moluscos e fungos (KUMAR, 2000). Apresenta uma
série de propriedades particulares, tais como de purificacdo, atividade antimicrobiana, ndo
toxicidade, biocompatibilidade e biodegradabilidade, o que provoca interesse cientifico e
industrial nas dreas de biotecnologia, produtos farmacéuticos, tratamento de dguas residuais,
cosméticos, agricultura e nutricio em ciéncia alimentar (HUA; WANG, 2009). E considerado
um polissacarideo, que vem sendo utilizado como uma nova fonte de fibra dietética (LIAO et

al., 2007).

3.2.1 Composicao quimica da quitosana

Do ponto de vista da estrutura, a quitosana tem em sua cadeia um grupo amino no

carbono 2, composta por unidades de 2-amino-2-desoxi-D-Glucosamina (Figura 1). O
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principal fator a contribuir para as diferencas estruturais e de propriedades fisico-quimicas é
seu conteddo de aminodcidos, uma vez que sua distribuicdo aleatéria ¢ um facilitador da
geracdo de ligacOes de hidrogénio intra e inter-moleculares. Devem ser consideradas as
caracteristicas como peso molecular, grau de desacetilacio, comprimento da cadeia e sua
distribui¢do, pois através da modulacdo de tais caracteristicas, a funcdes fisilégicas da
quitosana e seus derivados podem proporcionar diversas aplicacOes terapéuticas e

tecnoldgicas (NGO et al., 2015).

Figura 1- Composiciao quimica da quitina (a) e quitosana (b).
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Fonte: Llanos, Vercik e Vercik (2015).

Sao trés as etapas para obtencdo da quitosana, a partir da quitina (Figura 2):
desmineralizacdo, desproteinizacdo e descoloracdo. A desmineralizacdo € obtida pelo
processamento da matéria-prima em pé com tratamento acido, com uso de 4cido cloridrico
(HCI), com objetivo de remover minerais como carbonato de célcio e fosfato de célcio. Ja a
desproteinizagdo € feita a partir do tratamento alcalino para as conchas desmineralizadas. As
proteinas sdo eliminadas com o uso de hidréxido de s6dio (NaOH). J4 a descolora¢do somente
€ realizada por meio de um produto incolor, a exemplo da acetona ou solventes organicos
misturados para remocdo dos pigmentos, como por exemplo, os carotenoides (HAMED;

OZOGUL; REGENSTEINS, 2016).
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Figura 2 - Etapas do processo para obten¢do da quitina e quitosana.
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A quitosana é um polimero de alta massa molar, ou seja, ¢ uma poliamina em que

estdo disponiveis grupos amino para reacdes quimicas, preparagdo de derivados, e formacao

de sais com &4cidos. Também podem ser usadas na preparacdo de derivados os grupos
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hidroxila C-6(primério) e C-3(secunddrio). A quitosana e a quitina somente se diferenciam
pela substituicdo do grupo acetamino na posicao 2, pelo grupo amino (PINTO, 2011).
Segundo Airoldi (2008), a quitosana um polissacarideo cuja obtengdo € feita a partir
da hidrélise da quitina, em meio alcalino, através de reacdo de desacetilacdo em altas
temperaturas. A desacetilagdo acontece também na natureza, por meio de enzimas especificas
como a quitinase ou ainda pela acdo de microrganismos. Surgida a partir do processo de
desacetilizacdo da quitina, a quitosana € mais atrativa por conta da existéncia de um grupo

amino, que propicia a modifica¢do quimica da estrutura original.

3.2.2 Possibilidades de aproveitamento da quitosana

Estudada com sucesso em vdrios tipos de aplicacdes, a quitosana, por ser
biocompativel, biodegradiavel (TANADA- PULMU et al., 2005) e apresentar propriedades
antimicrobiana (BERGER et al., 2004), emulsificante (JAAFARI et al., 2001) e quelante de
metais (KHOR; LIM, 2003), tem sido usada, por formar gel, para tratamento de esgotos
(ASSIS; LEONI, 2003). Tendo em vista o fato de a quitosana formar com facilidade filmes e
membranas em solucdes 4cidas diluidas, varias outras aplicacdes estdo sendo sugeridas, como
por exemplo, a formacdo de um filme semipermedvel ou gelatinoso para ser usado como
protetor de alimentos (ASSIS; SILVA, 2003; CASARIEGO et al., 2009; GOMEZ-ESTACA
et al., 2010; PARK et al., 2010).

Diversas aplicacdes da quitosana tém sido estudadas, tais como cromatogrifica,
aditivos quimicos para indudstrias téxteis, alimenticia, na fabricacdo de papel, vernizes,
revestimentos € membranas seletivas adesivas. A quitosana também € usada para aplicacoes
médicas e farmacéuticas, em razdo das suas qualidades relacionadas a biocompatibilidade
com células humanas, o que torna possivel seu uso em diversas aplicacdes médicas, tais como
membranas, bactericidas, transportadores farmacoldgicos, entre outros. Por ser metabolizada
por certas enzimas humanas, em especial a lisozima, a quitosana tem a caracteristica de ser
considerada biodegradavel (BERGER et al., 2004).

A quitosana tem grande aplicacdo na industria de alimentos, podendo ser usada na
formacdo de filmes biodegraddveis, recuperacdo de subprodutos, purificacdo de dagua,
clarificacdo de sucos, emulsificante de aromas, agente antioxidante, emulsificante e
estabilizante, ganhado evidéncia a sua eficicia em relagdo a preservacao da qualidade

microbiologica do alimento (BORGONGNONI et al., 2006), destacando-se ainda a quitosana
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quanto a seus efeitos de revestimento sobre a vida de prateleira do pescado (GOMEZ-
ESTACA et al., 2010; OHAN et al., 2012; SOUZA et al., 2010).

A quitosana € usada na industria farmacoldgica em forma de comprimidos, hidrogéis,
filmes, microesferas e nanoparticulas, e ainda no tratamento de queimaduras, atuando
formacdo de filmes permedveis ao oxigénio e dgua, sendo este biofilme -cicatrizante
degradado pela lisozima, enzima presente na pele, sendo desnecessdria sua retirada e
evitando, assim, lesdes a nova pele sintetizada (MARICATO, 2010). A quitosana ainda é
aplicada na drea odontoldgica, podendo se apresentar em forma de gel para tratamentos de
bolsas periodontais, defeitos infra-6sseos e sitios fechados, terapia periodontal ndo cirdrgica e
em sitios cirdrgicos (SPIN-NETO, 2008). E usada na oftalmologia, na recuperacio de tecidos
apos cirurgias intraoculares, apresentado a vantagem de nao necessitar de remog¢ao em caso de
comprometimento da cérnea, ja que é biodegraddvel (XIN-YUAN; TIAN-WEI, 2004).

Por apresentar baixa toxidade, sendo seguras e benéficas para os seres humanos, os
polimeros quitina e quitosana t€ém sido usados para substituir os aditivos quimicos (FAI;
STAMFORD; STAMFORD, 2008). Por ndo alterar o sabor dos alimentos e por ser de baixo
custo, sdo importantes na manutencdo da qualidade dos alimentos, sendo utilizadas para
retardar a perda de dgua e o amadurecimento (MARICATO, 2010). Dessa forma, na inddstria
alimenticia ha aplicagdes na clarificacdo de sucos, aromas, recuperacdo de subprodutos,
atuando como agente antimicrobiano, estabilizante, emulsificante e antioxidante (ASSIS;

SILVA, 2003).

3.2.3 Funcionalidade fisiolégica da quitosana

Fisiologicamente, a quitosana tem como funcdo principal reduzir a absor¢cdo de
lipideos intestinais. Por se comportar como uma fibra dietética, ndo € hidrolisada no trato
gastrointestinal do organismo, j4 que ndo possui enzimas especificas. Dessa forma, é
reconhecida por possuir propriedades capazes de reduzir o colesterol, favorecendo a perda de
peso corporal, em razdo da reducdo da absorcdo dos lipideos (COLOMBO; GALLAHER et
al., 2002; MAEZAKI et al., 1993; MUZZARELLI, 1999; SCIUTTO, 1996; YLITALO et al,
2002).

Os grupos amina de quitosana, ao contrario das fibras de origem vegetais, aceitam
um hidrogénio nos fluidos 4cidos do estdmago, provocando a formacdo de um grupo de
amina tercidria positivamente carregada. Assim, a quitosana interage com moléculas

carregadas negativamente, como gorduras e dcidos biliares. Através de interagcdes
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hidrofébicas, a quitosana também interfere com neutralizante de lipideos, como colesterol e
outros esterdis. Esses vinculos eletrostaticos e hidrofobicos formam polimeros longos que sdo
atacados pelos processos digestivos do organismo. No intestino, essa emulsdo de
gordura/quitosana se transforma num gel insolivel, ndo podendo ser atacadas pelas enzimas
pancredticas ou intestinais (KANAUCHI et al.,1995; YLITALO et al., 2010). Foi ainda
demonstrado que seu efeito pode ser refor¢cado por outros compostos, como o acido ascérbico
(KANAUCHI et al., 1995).

Virias pesquisas dispensaram atencdo ao estudo da atividade anti-inflamatéria da
quitina e seus produtos derivados. Shikhman et al. (2001), verificaram que induzidas pela
interleucina-1pB (IL-1B) e pelo fator de necrose tumoral- o (TNF-a), ambos mediadores do
processo inflamatdrio, que a aceltiglucosamina, em culturas de condrdcitos (células do tecido
conjuntivo) articulares humanos, inibia a producdo de 6xido nitrico (NO), ciclo-oxigensa-
2(COX-2) e interleucina-6( IL-6). Kim et al . (2002), verificaram que a secre¢ao e expressao
de citocinas pré-inflamatérias, TNF- o e IL-6, eram inibidas em astrécitos (células nao
neuronais do sistema nervoso central (SNC) em formato de estrela que nutrem os neurdnios)
humanos previamente tratados com quitosana solivel em dgua.

Estudo feito por Vo et al. (2011) indicaram que oligdbmeros de quitosana,
especialmente 1-3kDa, apresentavam propriedades inibidoras na regulacdo da reposta
inflamatdria alérgica em mastécitos. Os oligdmeros de quitosana também se mostraram
eficazes no tratamento de inflamag¢des do intestino, isso devido ao fator de inibi¢do nuclear

kB (YOUSEF et al., 2012).

3.2.4 Propriedades neuroprotetoras da quitosana

Existem relatos acerca das propriedades neuroprotetoras da quitosana, como
atividades inibidoras da acetilcolinesterase e da B-amildide, anti-neuroinflamatdrias e anti-
apoptose (HAO et al., 2015; PANGESTUTI; KIM, 2010; ZHOU et al.,2009). A quitosana e
seus derivados apresentaram efeitos inibitorios contra outros transtornos neuronais, pois ficou
demonstrado que € capaz de selar as membranas das células nervosas comprometidas,
servindo como potente agente neuroprotetor da medula espinhal apds um trauma agudo. Além
disso, a quitosana ataca especialmente os tecidos danificados, servindo como um supressor de
geracdo de espécies reativas de oxigénio (ERO), e a consequente peroxidacdo lipidica das

membranas, conforme demonstrado em amostras de medula espinhal ex vivo. Portanto, o

tratamento com quitosana pode ser utilizado como uma nova alternativa para redugdo da
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perda catastréfica de movimentos apds lesdes agudas do cérebro e da coluna vertebral (SHI;
BORGENS, 2010). Foram ainda explorados os efeitos dos oligossacarideos na regeneracao
nervosa apos lesdes do nervo periférico, tendo sido descoberto que o tratamento com COS
poderia apresentar melhoras significativas do nimero de fibras nervosas mielinizadas
regeneradas, bem como nos potenciais de acdo muscular, na &rea de secdo transversal das
fibras musculares e na espessura das bainhas de mielina regeneradas nos nervos (GONG et
al., 2009).

Os efeitos neuroprotetores da quitosana e seus derivados podem ser categorizados em
varios mecanismos, tais como: antioxidante, que sdo os cacadores de radicais livres (BEHL;
MOOSMANN, 2002; PELLICCIARI et al., 1998); anti-inflamatério (AGNELLO et al., 2002;
GAO et al, 2003); inibidor da apoptose (YU et al, 2003); modulador de expressdao génica e
modulador de canal idbnico (HEURTEAUX et al.,2004; SCHWARTZ; FEHLINGS, 2001).

3.3 ANSIEDADE

A ansiedade € definida como um estado emocional que acompanha naturalmente o
homem durante sua existéncia. Ela pode ser considerada um sinal de alerta, que permite ao
individuo permanecer atento frente a uma ameaca ou perigo existente e oriundo de uma
realidade externa, tornando-se dessa forma um mecanismo importante de defesa (PITTA,
2010).

Apesar de a ansiedade e o medo serem assimilados de maneira subjetiva como nao
prazerosos e desconfortdveis, esses estados emocionais possuem grande valor adaptativo. Até
um determinado nivel tais emocdes podem favorecer o desempenho de tarefas motoras e
cognitivas, porém, quando passam a interferir no comportamento normal do individuo,
tornam-se indesejadas ou patologicas (ZANGROSSI; GRAEFF, 2004).

Do ponto de vista cognitivo, a ansiedade se manifesta através sentimentos negativos,
de que algo de mal ird acontecer, tais manifestacdes sdo designadas como preocupagdo,
podendo, em razdo de sua intensidade, interferir na capacidade de concentracdo e também no
desempenho de tarefas intelectuais. O nivel de vigilancia aumenta a ponto de dificultar a
conciliacdo do sono, que o torna agitado e intercalado por periodos de despertar, além de
provocar manifestacdes de ordem psicoldgica, a ansiedade e o medo sdo capazes de produzir
mudancas fisioldgicas (SILVA, 2010).

A ansiedade pode ser caracterizada como patolégica quando se mostra em

intensidade e duracdo maior do que a situacdo que lhe deu origem (VASCONCELOS et al,



23

2008). Nos dltimos anos os transtornos de ansiedade t€ém sido cada vez mais presentes no
cotidiano das pessoas (ANDRADE et at, 2012). O tratamento feito por meio de
medicamentos, em especial os psicotropicos, constitui a terapéutica mais comum e também a
mais procurada (MARTIN et al., 2012). Porém, o uso dessas drogas, em longo prazo, pode
provocar diversos efeitos indesejados, como tontura, cefaleia, diarreia, entre outros,

provocando ainda dependéncia quimica (FIRMINO et al., 2012).

3.4 CARNE CAPRINA E SEUS DERIVADOS

A carne caprina, nos ultimos anos, vem se destacando como op¢do de consumo, devido
as suas qualidades nutricionais e sensoriais. Seu valor comercial estd baseado no grau de
aceitacdo por parte dos consumidores, que estd relacionado aos parametros de palatabilidade
do produto, e por possuir excelentes caracteristicas de qualidade em fung¢do do seu baixo teor
de lipideos, apresentando percentual baixo de gordura, colesterol, 4cidos graxos saturados e
altos niveis de dcidos graxos insaturados (CABRAL, 2011; MADRUGA et al., 2009). E de se
ressaltar que o percentual de gorduras saturadas na carne caprina € inferior ao percentual
encontrado nas carnes de frango, boi, porco e cordeiro (BANSKALIEVA et al., 2000;USDA,
1989 apud MALEKIAN et al., 2014). Tendo em vista tais propriedades, a carne de cabra
torna-se apta a melhorar a saide da populacdo em geral, sem a necessidade de tirar a carne de
sua dieta cotidiana (PACKAGED, 2007).

Carnes com melhores qualidades nutricional e sensorial atraem uma parte do nicho
de mercado, que buscam alimentos mais sauddveis (COSTA et al., 2008). Nota-se um
aumento do consumo da carne caprina e ovina pelos brasileiros, principalmente na regido
Sudeste, com perspectivas de comercializacdo bastantes promissoras, mas esse consumo ainda
€ menor se comparado ao consumo de outras carnes (bovina, suina, aves). Para se manter esse
aumento de consumo € necessario que o produtor ofereca ao mercado um produto de
qualidade, sobretudo em relacdo as caracteristicas fisico-quimicas e sensoriais da carne
(MADRUGA, et al., 2008;VIEIRA et al., 2010).

A carne caprina tem proteinas similares a da carne bovina, possuindo ainda todos os
aminoacidos essenciais e com baixo valor calérico (LAWRIE, 2005). Sendo considerada uma
carne magra, (DE PALO et al., 2016) em razdo da deposicdo de gordura nas visceras e
cavidade abdominal, a carne caprina se mostra bastante aproveitada pelas industrias na

formulacdo de produtos carneos (COSTA et al., 2008), pois apresenta estabilidade e
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capacidade de emulsio (MADRUGA; BRESSAN, 2011). A utilizacdo de carne caprina na
producdo de emulsionados, a exemplo de salsichas, foi testado em férmulas que misturam
banha de porco com carne caprina em proporcdes de 20 a 40%, existindo diferencas quanto a
umidade, proteina, gordura, pH, teor de sal, textura e cor (MADRUGA; BRESSAN, 2011).

Os consumidores, cada vez mais preocupados com a saide, provocam o aumento da procura
por alimentos com baixo teor de gordura saturada. As salsichas frescas de carne ovina e
caprina t€m algum teor de gordura, devido ao toucinho de porco nele contido, que € essencial
ao sabor e textura da carne e dos produtos carneos (LEITE, 2011). Agora, as salsichas frescas
produzidas com carne de ovino e caprino apresentam valores de gorduras muito inferiores,

quando comparadas as salsichas frescas elaboradas com carne de suino.
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4 MATERIAS E METODOS

4.1 ANIMAIS

Machos da linhagem Wistar com 42 dias de vida, pesando, aproximadamente, 200 g,
foram obtidos da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE).

Durante o experimento, os animais foram alojados em gaiolas metabdlicas
individuais, no Laboratério de Nutricdo Experimental (LANEX) do Centro de Educacgdo e
Saide (CES) da Federal de Campina Grande (UFCG)- campus Cuité-PB, em uma sala em
ciclo de 12 horas de claro e escuro (sendo a fase clara das 6h00 as 18h00), em temperatura

ambiente de 22 a 25° C e umidade controlada, recebendo racao e 4gua livremente.

4.2 DIETA E TRATAMENTO

Os animais foram divididos em 4 grupos, sendo um controle sem inducdo de
dislipidemia e 3 experimentais com indugdo prévia de dislipidemia. De acordo com os
tratamentos, os grupos foram formados como descrito a seguir: 1) Grupo Controle (GC),
recebeu apenas racdo padrido e dgua por gavagem;2) Grupo Dislipidémico (GDL), recebeu
dieta padrdo e emulsdo com alto teor de gordura (EATG) através de gavagem;3) Grupo
Salsicha com Quitosana (GSQ), recebeu racao comercial, ¢ EATG e salsicha caprina
adicionada de quitosana por gavagem;4) Grupo Salsicha com Quitosana Glicosilada (GSQG),
recebeu racdo comercial, emulsdo com alto teor de gordura e salsicha caprina com adi¢do de
quitosana glicosilada por meio de gavagem.

O grupo controle recebeu uma dieta padrdao (Nuvilab®) constituida de milho integral
moido, farelo de soja, farelo de trigo, carbonato de célcio, fosfato bicélcico, cloreto de sédio,
premix vitaminico mineral e aminoécido.

O experimento foi realizado durante o periodo total de 42 dias, sendo feita nos 14
dias inicais a inducdo da dislipidemia. Logo apds, durante 28 dias, foi feitoo tratamento com a
utilizacdo da salsicha caprina adicionada de Quitosana e Quitosana Glicosilada. Por fim,
foram realizados os testes de comportamento em Campo Aberto e Labirinto em Cruz Elevado

(LCE), conforme demonstrado na Figura 3.
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Figura 3— Desenho experimental.
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4.2.1 Obtencao da quitosana e da quitosasa glicosilada

A Quitosana (Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemanha) foi inicialmente definida por
Gullén et al. (2016). Apresentou 123 kDA de Peso Molecular (PM) e 90% de grau de
desacetilagdo. A quitosana glicosilada foi sintetizada de acordo com as 6timas condicdes de
sintese descritas por Gullon et al. (2016). Para isso, a quitosana foi dissolvida em solugao de
acido acético a 1% (v/v) para obter uma concentracdo final de 2% (m/v). Posteriormente, a
glicose a 2% (m/v) foi adicionada na solucdo de quitosana. A reac¢do foi mantida em banho de
dgua a 60°C por 32 h sob agitacdo (100 RPM) para que ocorresse a reacdo de Maillard, a qual
foi finalizada em banho de gelo por 10 min. Depois, o produto da reacdo foi dealisado
(membrana de peso molecular de 3500 KDa, ThermoScienfificInc,USA) em 4gua destilada
por 2 dias, e foi ajustada a um pH 7 com NaOH a 1% ( m/v), sendo em seguida congelado e,
finalmente, liofilizado em liofilizador a vicuo(Modelo FT33, Armefield, Reino Unido), sob
pressdo de 100 m Torr, em temperatura na camara de congelamento de -46 °C e a temperatura
nacamara das amostras del5 °C. A quitosana glicosilada foi mantida sob refrigeracdo a 4 °C
até ser utilizada na elaboracdo das salsichas. Sua caracterizacdo indicou um PM de 210,37
KDa e um grau de substitui¢do por parte da glicose, de 65%, com 25% a percentagem de

grupos amino livres.

4.2.2 Elaboracao da salsicha caprina

Foram elaboradas salsichas frescas a partir de carne caprina de animais machos sem

raca definida (SRD), abatidos em idades entre 8 e 12 meses. Foram produzidas duas

formulacdes com similar teor de gordura (Tabela 1) com a variacdo do tipo de quitosana,
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nomeadamente: Quitosana (SQ) e Quitosana-Glicosilada (SQG) (Figuras 4 € 5). A quitosana e
a quitosana glicosilada foram adicionadas a formulacdo em percentual suficiente (2 % g/g)
para atender as especificacdes da EuropeanFoodSafetyAuthority (EFSA) no que se refere aos

efeitos hipocolesterolémicos da salsicha caprina.

Tabela 1 — Formulagdo e composi¢do quimica das salsichas caprinas.

Matéria-Prima SQ! SQG!
Formulacao (%)

Carne caprina 75 75
Agua gelada 10 10
Gordura suina 10 10
Quitosana 2 -
Quitosana glicosilada - 2

Sal 1,5 1,5
Alho 0,1 0,1
Cebola 0,2 0,2
Pimenta 0,1 0,1
Orégano 0,05 0,05
Amido (fécula de mandioca) 2 2
Proteina Isolada de soja 2 2
Composicio quimica®

Proteina (g/100g) 19,16+0,48* 19,39+0,74°
Gordura (g/100g) 9,10+0,15 10,96+0,12*%
Colesterol (mg/100g) 37,14+1,25% 35,50+1,49%
> AGS (mg/100g) 31,75 +£0,13% 29,76 £2.84°
YAGMI (mg/100g) 30,48 +0,03? 27,98 +£0,47%
> AGPI (mg/100g) 10,05 £0,18% 9,12 +0,82%

1SQ - Salsicha caprina com adi¢do de quitosana; SQG - Salsicha caprina com adi¢do de quitosana glicosilada.
2AGS - Acidos Graxos Saturados; AGMI - Acidos Graxos Monoinsaturados; AGPI - Acidos Graxos Poli-
insaturados.

* Letras diferentes (a—b) na mesma linha indicam diferenca significativa (p < 0.05) entre as amostras.

Figura 4- Preparacdo da salsicha caprina. Figura 5 Salsicha caprina pronta para o consumo.

Fonte:Laboratério de Andlises Quimica de Fonte:Laboratério de Andlises Quimica de
Alimentos/UFPB Alimento/UFPB
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As salsichas foram elaboradas segundo as formulacdes e procedimentos descritos por

Amaral et al.(2015) (Figura 6).

Figura 6 — Fluxograma do processo de elaboracdo das salsichas caprinas com quitosana ou

quitosana glicosilada.
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QUITOSANA
GLICOSILADA
(GSQG)

A carne caprina foi moida e misturada com sal, parte da gordura suina com parte e da

agua gelada em um cutter (JAMAR, modelo K-10, Sao Paulo, Brasil). Na sequéncia, o

restante da dgua gelada e da gordura foram homogeneizados juntamente com os demais

ingredientes (alho e cebola em pd, pimenta preta, amido, orégano, proteina isolada de soja,

além da quitosana para o grupo GSQ ou da quitosana glicosilada para o grupo GSQG). A

quitosana glicosilada foi umedecida em parte da dgua gelada para entdo ser adicionada a

formulagao.
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A homogeneizacao completa dos ingredientes foi feita durante cerca de 3 min e, em
seguida, a mistura cdrnea foi embutida em um invélucro artificial, por meio de uma
embutidora manual tipo canhdo (SIEMSEN LTDA, modelo CFMN ES-08, Brusque - SC,
Brasil) com capacidade para 3 Kg, obtendo salsichas frescas de 3 cm de didmetro e 50 g por
unidade. As salsichas foram embaladas a vdcuo em sacos plasticos e armazenadas sob
congelamento a -80 °C até utilizacdo nos ensaios biolégicos, por um periodo ndo superior a

30 dias. A caracteriza¢do quimica das amostras frescas foi realizada em triplicata.

4.3 INDUCAO A DISLIPIDEMIA

Os animais, com exce¢do do grupo GC, foram submetidos a uma administracao de
Emulsao com Alto Teor de Gordura (EATG), por 14 dias seguidos, usando 1mL/100 g de
peso, conforme descrito por Xu et al. (2012). A emulsao lipidica foi composta de banha de
porco (40%), colesterol (5%), 4cido biliar (2%), glicerol (10%), propiltioracil (1%) e agua
destilada (42%). Tais substancias foram usadas com objetivo de induzir a dislipidemia. Apds
os 14 dias de indugdo a dislipidemia, foi iniciado o tratamento com a salsicha caprina
adicionada de Quitosana e Quitosana Glicosilada nos grupos GSQ e GSQG. Os animais
continuaram a receber emulsdao com alto teor de lipidios, tendo sido retirado o propiltioracil e
reduzido o volume de EATG para 0,5mL/100 g de peso, complementando o volume com 1 g

da salsicha diluida em 2 mL de dgua destilada durante 28 dias.

4.3 TESTES COMPORTAMENTAIS

4.4.1Teste do Campo Aberto

O campo aberto visa testar o comportamento de ansiedade e atividade exploratoria,
com objetivo de verificar os efeitos de ambientes ndo familiares sobre a emocionalidade em
ratos (PRUT; BELZUNG, 2003; SANTOS, 2008).

O instrumento consiste numa arena metdlica, pintada de branco, em formato circular,
com paredes brancas e com a parte superior aberta (Figura 7). O piso se divide em 17 campos
pintados com linhas pretas, sendo 3 circulos concéntricos (medindo 15, 34 e 55 cm de
diametro, respectivamente), que sao subdivididos em 16 segmentos e um circulo central.

No teste foram usados ratos Wistar com 42 dias. Os animais foram inseridos no

centro, um por vez, sendo observado por 5 minutos. Foram avaliados os parametros de
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ambulacdo (nimero de cruzamentos dos segmentos realizados pelo animal com as quatro
patas), nimero de comportamentos de levantar (rearing), tempo de comportamentos de
autolimpeza (grooming) e defecacdo (registrada através do ndmero de bolos fecais)

(MONTGOMERY, 1955 apud SANTOS, 2008, RACHETTI et al., 2012).

Figura 7 — Aparelho de Campo Aberto.

Fonte: Laboratério de Nutri¢do Experimental, LANEX/ UFCG.

Foram filmadas as sessdes por meio de camera de video instalada no teto.
Posteriormente, os videos foram analisados e os parametros comportamentais identificados e
registrados. Apds cada sessdo de comportamento, o aparelho foi higienizado com solugdo de

10% de alcool.

4.4.2 Teste do Labirinto em Cruz Elevado

O Labirinto em Cruz elevado (LCE) (Figura 8) é usado como modelo ndo-
condicionado de ansiedade em ratos (FLINT, 2003; BRADLEY et al., 2007). O teste consistiu
em por o animal num LCE, elevado do solo, formado por dois bragos fechados por paredes e
dois abetos (perpendicularmente aos primeiros), observando-se a frequéncia de entradas nos
bragos fechados e abertos € o tempo gasto em cada tipo de brago e no centro do aparelho.
Ainda foi contado o nimero de mergulhos de cabeca do animal nos bracos abertos. Leva-se

em conta o percentual de preferéncia (entradas e tempo gasto) pelos bracos abertos e pelos
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fechados um indicador confidvel de ansiedade: quanto maior o nivel de ansiedade, menor o
percentual de entradas nos bragos abertos e o tempo gasto neles e vice e versa (HANDLEY
MITHANI, 1984; PELLOW; FILE, 1986).

Figura 8— Aparelho de labirinto em Cruz elevada.

Fonte: Laboratério de Nutri¢do Experimental, LANEX/ UFCG.

O animal foi posto no centro do aparato com o focinho virado para um dos bracos
fechados, sendo permitida de forma livre a explora¢do durante 5 minutos. Apds cada animal
ser testado, era feita a higienizacdo com dlcool a 10%, e proporcionando um intervalo para
secagem completa do labirinto. Na sequéncia foram analisadas as categorias
comportamentais: nimero de entradas nos bracos abertos e fechados (considerada a entrada
quando o animal adentrar com as quatros patas no braco); Tempo gasto em cada um dos
bragos; Tempo gasto na drea central; Mergulho de cabec¢a (quando o animal coloca o focinho
ou a cabeca no brago aberto e explora o precipicio.

As sessOes foram filmadas com camera de video fixada no teto. Depois, os videos

foram analisados, tendo sido identificados e registrados os parametros comportamentais.

4.4 ANALISES ESTATISTICAS

Os resultados foram apresentados, como média + erro padrdao da média (EPM). A
analise de Variancia ANOVA (one-way) e o pos-teste de Bonferroni foram utilizados para

comparac¢des multiplas. Diferencgas estatisticamente significativas foram consideradas quando

p <0,05.
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4.6 PROCEDIMENTOS ETICOS

Os experimentos foram realizados mediante aprovagdo prévia da Comissdo de Etica
no Uso de Animais do Centro de Biotecnologia da Universidade Federal da Paraiba (UFPB),
de acordo com a Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) 0407/13 (Anexo A). Foi
utilizado o ndmero necessdrio de animais, tendo lhes sido dado protecdo e tratamento
humanitdrio, ndo sendo submetidos a dor nem a desconforto desnecessario. O procedimento
de eutandsia empregado foi realizado por meio de agentes farmacolégicos ndo-inalantes, com
administracdo de anestésicos, via intramuscular, e relaxantes musculares que proporcionam

morte com menos sofrimento, dor ou ansiedade possivel (GUIMARAES; MAZARO, 2004)
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S RESULTADOS

5.1 TESTE DO CAMPO ABERTO

Para as avaliacdes de ambulacdo, quantidade de levantar, tempo de autolimpeza e
defecacdo, os animais foram expostos ao Teste do Campo Aberto.

Para o pardmetro de ambulacdo, entre o grupo controle (51,0 %6,7), grupo
dislipidémico (50,0 = 10,2), grupo quitosana (54, 2 + 3) e grupo quitosana glicosilada (58 +

5,3) ndo houve diferenca estatistica significativa entre eles (Grafico 9).

Grafico 9- Efeito da dislipidemia e da quitosana sobre a ambulagdo no teste do campo aberto
em ratos.
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Os valores estdo expressos em média +e.p.m. (ANOVA one-way seguido do pés teste de Bonferroni).

De acordo com o parametro rearing (quantidade de vezes que o animal se levanta),
houve uma reducdo significativa do grupo dislipidémico (13,8+2,7) em relacdo ao grupo
controle (24,8 £3,7) enquanto o grupo quitosana glicosilada teve um aumento significativo

(25,0 £1,9) quando comparado ao grupo dislipidémico (Gréficol0).



34

Griafico 10- Efeito da dislipidemia e da quitosana sobre a quantidade de levantar no teste do
campo aberto em ratos.
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Os valores estdo expressos em média +e.p.m. (ANOVA one-way seguido do pds teste de Bonferroni) * p < 0,05
versus controle; # p < 0,05 versus dislipidémico.

Nas andlises para o parametro de autolimpeza (grooming), entre o grupo quitosana
glicosilada (21,4 + 7,3), grupo quitosana (20,9 + 4,9), grupo dislipidémico (13,4 + 3,4) e o

grupo controle (18,4 + 3, 8) ndo foram encontradas diferencas estatisticas (Gréfico 11).

Grifico 11- Efeito da dislipidemia e da quitosana sobre o tempo de autolimpeza
no teste do campo aberto em ratos.
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Os valores estdo expressos em média +e.p.m. (ANOVA one-way seguido do pés teste de Bonferroni).

Quanto ao parametro de nimeros de bolos fecais, entre o grupo quitosana glicosilada
(3,4 £0,7), grupo quitosana (3,8 + 0,5), grupo dislipidémico (3,3 + 0,8) e grupo controle (3,5
+ 0,8) ndo houve diferenca estatistica (Gréafico 12).

Grafico 12- Efeito da dislipidemia e da quitosana sobre o nimero de bolo fecais no teste do
campo aberto em ratos.
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Os valores estdo expressos em média +e.p.m. (ANOVA one-way seguido do p6s teste de Bonferroni).

5.2 TESTE DO LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO

Os animais foram submetidos ao teste de LCE, no qual foi avaliado o nimero de
entradas nos bracos abertos, bem como o nimero de entradas nos bracos fechados e o tempo
de permanéncia tanto nos bracos abertos, quanto nos bracos fechados, assim como na area
central e o mergulho de cabeca.

No pardmetro do nimero de entradas nos bracos fechados, o grupo dislipidémico
teve o maior nimero de entradas (4,1 + 0,8) em comparacido ao grupo controle (1,4 + 0,2).
Com relacdo ao grupo quitosana (0,4 + 0,2) houve diferenca significativa quando comparado
ao grupo dislipidémico. J4 o grupo quitosana glicosilada apresentou diferenga estatistica (3,5

+ 0,7) em comparagdo ao grupo quitosana (Grafico 13).
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Griafico 13- Efeito da dislipidemia e da quitosana sobre o nimero de entradas nos bragos
fechados no teste do LCE em ratos.
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Os valores estdao expressos em média +e.p.m. (ANOVA one-way seguido do pds teste de Bonferroni) ** p < 0,01
versus controle; ### p < 0,001 versus dislipidémico; aa p < 0,01 versus quitosanaglicosilada.

Em relacio ao nimero de entradas nos bragos abertos, ndo houve diferenca

significativa entre o grupo quitosana glicosilada (0,4 = 0,2), grupo quitosana (0,4 + 0,2),

grupo dislipidémico (0, 8 + 0,3) e grupo controle (0,5 £ 0,3) (Gréfico 14).

Griafico 14 - Efeito da dislipidemia e da quitosana sobre o nimero de entradas nos bragos

abertos no teste do LCE em ratos.
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Os valores estdo expressos em média £ e.p.m. (ANOVA one-way seguido do pds teste de Bonferroni).
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Em relagdo ao tempo de permanéncia nos bragos fechados, entre o grupo quitosana
glicosilada (292,5 + 2,0), grupo quitosana (288 + 3.5), grupo dislipidémico (283,1 £ 4,5) e
grupo controle (296, £ 2,5) ndo houve diferenca significativa (Gréficol5).

Grafico 15- Efeito da dislipidemia e da quitosana sobre o tempo de permanéncia nos bragos
fechados no teste do LCE em ratos.
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Os valores estdo expressos em média + e.p.m. (ANOVA one-way seguido do p6s teste de Bonferroni).

Em relacdo ao tempo de permanéncia nos bragos abertos, o grupo dislipidémico
permaneceu significativamente mais tempo nos referidos bracos (11,6 + 4,1), quando
comparados com o grupo controle (0,9 + 0,4), grupo quitosana (1,0 + 0,6) e grupo quitosana

glicosilada (0,6 + 0,4) (Gréfico 16).

Na anélise do tempo de permanéncia na rea central, tanto o grupo quitosana (10,8 +
1,5) quanto o grupo quitosana glicosilada (5,6 + 0,8) bem como o grupo dislipidémico (10,6 +
2,8) e o grupo controle (6,6 + 1,4) ndo demonstraram diferenca significativa para esse

parametro (Grafico 17).
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Griafico 16 - Efeito da dislipidemia e da quitosana sobre o tempo de permanéncia nos bragos
abertos no teste do LCE em ratos.
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Os valores estdo expressos em média + e.p.m. (ANOVA one-way seguido do pds teste de Bonferroni) *p<0,05
versus controle.

Grafico 17- Efeito da dislipidemia e da quitosana sobre o tempo de permanéncia na area
central no teste do LCE em ratos.
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Os valores estdo expressos em média + e.p.m. (ANOVA one-way seguido do pds teste de Bonferroni).

Em relacdo a quantidade de mergulhos de cabeca, o grupo quitosana glicosilada (1,0
+ 0,3),0 grupo quitosana (1,0 = 0,4), o grupo dislipidémico (1,9 + 0,7) e o grupo controle (0,9

+ 0,8) ndo apresentaram diferenca significativa entre si (Graficol8).
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Griafico 18 - Efeito da dislipidemia e da quitosana sobre o nimero de mergulhos de cabeca no
teste do LCE em ratos.
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Os valores estdo expressos em média + e.p.m. (ANOVA one-way seguido do pés teste de Bonferroni).
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6 DISCUSSAO

Estudos demonstram que o consumo excessivo de alimentos ricos em gorduras
saturadas sdo capazes de afetar a homeostase de todo o corpo, incluindo a saide do cérebro.
Hé evidéncias de que uma dieta rica em alimentos gordurosos diminui o volume do
hipocampo, prejudicando assim vdrias fun¢des do corpo humano relacionadas a cognigdo,
como a memoria, atencdo e eficiéncia psicomotora, com destaque para o aumento da
ansiedade e depressio (ANDERSON et al., 2001; JACKA et al., 2015). Além disso, dietas
ricas em gorduras saturadas aumentam o estresse oxidativo no cérebro, além de reduzir a
neurogénese, gerando aumento da neuroinflamacgdo e propiciando comportamento similar a
ansiedade (LINDQVIST et al.,, 2006; PARK et al, 2010; SOUZA et al, 2007,
STRANAHAN et al., 2011; THALER et al., 2012; WU; YING; GOMEZ-PINILLA, 2006;).

Seria possivel com a utiliza¢do de salsicha, produzida a base de carne caprina, com
adicdo de quitosana e quitosana glicosilada, reverter os efeitos do estresse oxidativo causados
pelo excesso de gordura saturada?

A partir desse conhecimento acerca dos danos causados pelo consumo excessivo de
gorduras saturadas no cérebro, através do aumento de radicais livres, investigou-se o efeito da
ingestao de uma dieta com alto teor de gordura e de salsicha caprina adicionada de quitosana
e quitosana glicosilada sobre o comportamento de ratos adultos.

Nao foram encontrados estudos acerca do consumo da quitosana no comportamento
de ratos induzidos a dislipidemia por EATG nos testes de campo aberto e labirinto, sendo
este, o primeiro estudo a esse respeito.

Os Testes de Campo Aberto e Labirinto em Cruz Elevado sdo comumente usados
para avaliacdo de perfis neurocomportamentais de animais experimentais sob influéncia de
agentes ansiogénicos/ansioliticos (PRUT; BELZUNG, 2003; TEEGARDEN-BALE, 2007).
Portanto, foram utilizados ambos o0s testes para avaliar o efeito do consumo da salsicha
caprina e da quitosana sobre o comportamento de ansiedade em ratos dislipidémicos.

Para avaliar o comportamento exploratério dos ratos, de ansiedade, memoria,
atividade locomotora e reagdo ao novo, utiliza-se o Teste do Campo Aberto que consiste em
expor o animal ao ambiente novo, sendo impedido de fugir por causa das paredes

circundantes (PRUT; BELZUNG, 2003).
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Os animais foram expostos ao teste de CA, onde foram avaliados o comportamento
exploratdrio através das seguintes parametros: ambulacdo (nimero de cruzamentos dos
segmentos pelo animal com as quatro patas), nimero de comportamentos de levantar
(rearing), tempo de comportamentos de autolimpeza (grooming) e defecacdo (registrada por
meio do nimero de bolos fecais).

A ambulagdo relaciona-se com o grau de excitabilidade do SNC (OZTURK et al.,
1996 apud CARVALHO, 2011). Por sua vez, a autolimpeza (grooming) é um comportamento
natural do animal, que € verificada de maneira exacerbada em circunstincias de estresse
(KALUEFF; TUOHIMAA, 2005). J4 a defecacdo é bom indicativo para analisar a
emocionalidade em animais, pois o aumento do nimero de bolos fecais estd relacionado com
o elevado indice de emocionalidade (ANGRINI; LESLIE; SHEPHARD, 1998; SHAW et al.,
2007).

Conforme demonstrado por Carvalho (2011), alguns nutrientes ou drogas com
propriedades ansioliticas sdo capazes de aumentar a atividade exploratdria, diminuir o tempo
de autolimpeza e reduzir o niimero de bolos fecais. Tais fatores sao indicativos de redugao do
grau de ansiedade.

Nao houve alteracdes significativas nos parametros de comportamento para
ambulacdo, autolimpeza e defecacdo, tanto no grupo GC, como nos grupos GDL, GSQ e
GSQG como vistos no grafico 9, grafico 11 e grafico 12, respectivamente.

O comportamento de rearing (consistente na quantidade de vezes em que o animal se
levanta) tem relacdo com o nivel de ansiedade do animal (JOHANSSON; AHLENIUS 1989).
O grupo dislipidémico apresentou uma reducdo da atividade exploratéria, devido ao menor
numero de rearing, em comparacdo ao grupo controle. J4 o grupo tratado com quitosana
glicosilada teve um aumento desse parametro. Este resultado demonstra que a dislipidemia
promoveu o efeito ansiogé€nico nesse parametro e que a quitosana glicosilada foi eficiente em
reverter tal efeito, como mostrado no grafico 10.

Nesse sentido, conforme Almeida-Suhettt et al. (2017), em estudo com camundongos
machos, demonstraram que uma dieta com alto teor de gordura provocou uma diminui¢do no
desempenho cognitivo e aumento da ansiedade e depressdo. Isso pode ser o resultado do
aumento de expressao de citocinas pré-inflamatorias no hipocampo e amigdala.

De acordo com Shaw et al., (2007), o aumento da frequéncia de rearing esté
relacionado com a ingestdo ou administracdo de nutrientes ou drogas ansioliticas. Sendo

assim, sugere-se que a quitosana glicosilada proporcionou efeito ansiolitico nos animais.
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Também ja foi observado por outros autores que a exposicdo a uma dieta rica em
gordura aumenta a resposta de ansiedade em camundongos no Teste do Campo Aberto e que a
suplementacdao do extraido do bambu rico em antioxidantes fendlicos anulou esse efeito
(ROSARIO et al., 2012). Os antioxidantes fendlicos agem como sequestradores de radicais
livres e, eventualmente, como quelantes de metais (SHAHID;JANITHA; WANASUNDARA,
1992).

Existe uma dificuldade de aplicacdo de quitosana no sistema biolégico, devido ao seu
grupo amino primdrio, que apresenta um valor de pKa de 6,5, portanto, a molécula nao é
soldvel em dgua em pH fisioldgico (7,4) (STRAND et al., 2008). J4 a quitosana glicosilada
tem maior aplicabilidade biol6gica, uma vez que € totalmente solivel em dgua com pH neutro
(YU et al., 2008).

A quitosana e seus derivados sdo notdveis pelas caracteristicas de eliminar radicais
livres, em virtude de seus efeitos antioxidantes, atuando ainda na prevengdo de radiacdo
oxidativa, interrompendo os danos advindos da reacdo oxidativa em cadeia (NGO, et al.,
2011; REUTER, et al., 2010; VALKO et al., 2007).

O Labirinto em Cruz Elevado, um modelo amplamente utilizado na investiga¢dao do
comportamento de ansiedade em ratos e camundongos, baseia-se em respostas
incondicionadas a ambientes potencialmente perigosos (LACERDA, 2006). Nesse modelo, é
considerado o niimero de entradas e o tempo gasto nos bracos abertos do aparato, associando-
se 0 medo de entrar em areas abertas com o nivel de ansiedade do animal (RODGERS;
DALVI, 1997).

A medida de atividade geral é obtida pelo total de entradas dos bracgos, sendo
considerado um efeito ansiolitico quando é maior o nimero de entradas nos bragos abertos
(LEUNG et al., 2003). Observa-se um nimero maior de entradas nos bracos fechados do
grupo GDL quando relacionado com o GC, enquanto que o grupo GSQ houve redugdo do
numero de entradas nestes bragos em relacdo ao grupo GDL. Por isso, neste experimento, o
maior nimero de entradas nos bragos fechados do Labirinto em Cruz Elevado indica que os
ratos dislipidémicos tiveram comportamento compativel com a ansiedade, e que o tratamento
com quitosana, mais uma vez, impediu este comportamento, conforme demonstrado no
grafico 13.

A partir do estudo realizado por Collago (2010), com animais submetidos ao teste de
Labirinto em Cruz Elevado, observou-se que a administracdo de ansioliticos provoca o
aumento e a permanéncia dos animais nos bracos abertos, o que indica diminui¢do da

ansiedade.
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Entretanto, no presente estudo, foi observado que somente os animais do GDL
permaneceram mais tempo nos bracos abertos, o que contraria os outros resultados do
Labirinto em Cruz Elevado, em que a dieta com alto teor de gordura saturada apresentou um
efeito ansiogénico no grupo dislipidémico, conforme demonstrado no grifico 16. Este grupo
permaneceu por mais tempo nos bragos abertos, em comparacdo aos demais grupos. Tal
resultado foi semelhante aos obtidos por Alison et al. (2015), segundo o qual uma dieta rica
em gordura saturada, durante 12 semanas, apresentou perfil ansiolitico no tempo de

permanéncia nos bracos abertos no Teste de Labirinto em Cruz Elevado.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Apesar dos resultados apresentados pelo parametro dos bragos abertos terem sido
favordveis para dieta rica em gordura, tais conclusdes carecem ainda de maiores
investigacdes, uma vez que em relacdo aos parametros quantidade de levantar, do Teste de
Campo Aberto e do nimero de entradas nos bracos fechados do Teste de Labirinto em Cruz
Elevado, apresentaram efeito ansiogé€nico para essa dieta. Somado a isso, o grupo salsicha
caprina adicionada de quitosana e quitosana glicosilada possivelmente conseguiu reverter o

efeito ansiogénico da dieta com alto teor de gordura.
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ANEXO A — Parecer do Comité de Etica

UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA
COMISSAD DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA)

CERTIFICADO

Certificamos que a projeto intitulade "Efeito da ingestdo de salsicha taprina adicionada de
derivado de quitosana sobre pardmetros fisicos e bioguimicos em rates dislipidémicos”,
protocelo n® 011/2015 sob a responsabilidade da pesquisadora Dra. Marta Suely Madruga
- gue envolve a produ¢do, manutencdo efou a utilizacdo de animais pertencentes ao filo
Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino)
— encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n2 11.794, de 08 de outubro de 2008, do
Decreto n? 6.:299, de 15 de julho de 2009, & com as normas editadas pelo Conselho Nacional
te controle da Experimentagdo Animal (CONCEA), e foi aprovado em reunido ordindria de
30/04/2015 pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal da Paraiba
{CEUA-UFPB).

Vigéncia do Proje.i.;.c:; : 201542017 |
Espécie/linhagem | Rato Wistar [Ratius norvegicus) |
i Ndmero de animais . 40 a.r'airr;*;\.i; a I
Idade/Peso 5 semanas (200 g) - !
Sexo Macho : -
Origem Bintério de Cria¢io do Curso de Nutricda da UFPE

PN N
{ % I'F F, = :
?Mam;@ use Lo A% G Quut 4O
Profa. Dra. [slania Giselia Albuquerque Gancalves w&%\
Coordenadora da CEUA-UFPR Q‘& I &
o =

CEUA-UFPB — Campus | — Reitoria - 12 andar - E-mail: ceua@ufpb. br — Site; www.ufpb.br/ceua/
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