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RESUMO

SILVA, S. A. D. Efeitos do consumo materno de éleo de chia sobre a maturacao
reflexa da prole de ratos. 2017. 49f. Trabalho de Conclusao de Curso (Graduacdo em
Nutricao) — Universidade Federal de Campina Grande, Cuité, 2017.

A dieta materna é de suma importancia para o crescimento, desenvolvimento e saude
fetal. Durante o periodo de lactagdo o aporte de nutrientes € passado da mae para o filho
através do leite materno e mudanga na sua composicao podem interferir negativamente
na formacao cerebral. Nos primeiros anos de vida o cérebro estd em constante formacgao
e desenvolvimento, € nesta fase que nutrientes com os dcidos graxos poli-insaturados
(6bmega 3) sdo essenciais devido a capacidade de incorporar-se em fosfolipidios de
membranas neuronais e promover a plasticidade cerebral. Uma 6tima fonte de dmega 3 é
o 6leo de chia, o mesmo apresenta boas concentracdes de dcido graxos alfa-linolénico
assim como vdrios antioxidantes naturais. Objetivou-se com este trabalho avaliar os
efeitos do consumo de uma dieta materna enriquecida com 6leo de chia sobre a maturagao
reflexa na prole de ratos em periodo de lactagdo. Foram utilizados 44 ratos machos da
linhagem Wistar, os quais foram divididos em trés grupos de acordo com a fonte lipidica:
Grupo normolipidico Controle 6leo de soja (CT) (n=15) e Grupos hiperlipicos Banha de
Porco (BP) (n=15) e Oleo de Chia (OC) (n=14). Para avaliacdo da maturacdo reflexa
utilizou-se os seguintes parametro: desaparecimento da Preensdo Palmar (PP), e
aparecimentos dos seguintes reflexos: Retificagdo Postural (RP), Evitacdo do Precipicio
(EP), Evitacdo do Precipicio pelas Vibrissas (EPV), Geotaxia Negativa (GN), Resposta
ao Susto (RS) e Retificagdo Postural em Queda Livre (RPQL). O tempo maximo de
observacgao era de 10 segundos realizado do 1° ao 21° dia pds-parto. Os neonatos do grupo
experimental OC apresentaram antecipacdo para os reflexos: PP, EP quando comparados
estaticamente com aos animais do grupo CT (p<0,05), entretanto houve retardo para os
reflexos RP, EPV, RS, GN e RPQL (p<0,05). Na comparacdo entre BP e OC constatou-
se um retardo para os parametros EP e RQPL (p<0,05) para este primeiro grupo. Contudo,
ocorreram antecipa¢do dos indicadores PP, RP para a prole do grupo BP quando
comparados com o grupo CT (p<0,05). Desta forma, a partir de tais resultados podemos
constatar o efeito do 6leo de chia sobre o periodo de lacta¢do, contribuindo para
aceleracdo dos reflexos referentes a maturacdo e desenvolvimento cerebral em ratos.

Palavras chave: 6leo de chia. lactacdo. maturacdo cerebral.



ABSTRACT

SILVA, S. A. D. Effects of maternal consumption of chia oil on the reflex maturation
of offspring of rats. 2017. 49f. Graduation in Nutrition - Federal University of Campina
Grande, Cuité, 2017.

The maternal diet is of paramount importance for growth, development and fetal health.
During the lactation period the nutrient supply is passed from the mother to the child
through the mother's milk and change in its composition can interfere negatively in the
cerebral formation. In the early years of life the brain is in constant formation and
development, it is at this stage that nutrients with polyunsaturated fatty acids (omega 3)
are essential because of the ability to incorporate into neuronal membrane phospholipids
and promote brain plasticity. A great source of omega 3 is chia oil, it has good
concentrations of alpha-linolenic fatty acid as well as several natural antioxidants. The
objective of this work was to evaluate the effects of the consumption of a maternal diet
enriched with chia oil on the reflex maturation in offspring of lactating rats. A total of 44
male Wistar rats were divided into three groups according to the lipid source: normolipid
group Control soybean oil (CT) (n = 15) and Hyperlipic Groups Pig Lick (BP) (n = 15)
and Chia oil (OC) (n = 14). To evaluate the reflex maturation, the following parameters
were used: disappearance of the Palmar Hold (PP), and appearances of the following
reflexes: Postural Correction (PR), Precipitation Avoidance (EP), Precipitation
Avoidance by Vibrissas (EPV), Negative Geotaxia (GN), Response to Scare (RS) and
Free Fall Postural Rectification (RPQL). The maximum observation time was 10 seconds
from the 1st to the 21st day postpartum. The neonates of the experimental group OC
presented an anticipation for the reflexes: PP, PE when statically compared with the
animals of group CT (p <0.05); however, there was delay for RP, RS, EPV, GN and
RPQL reflexes (p < 0.05). In the comparison between BP and OC, there was a delay for
the EP and RQPL parameters (p <0.05) for this first group. However, the PP, RP
indicators for the offspring of the BP group compared to the group CT (p <0.05) were
anticipated. Thus, from these results we can verify the effect of chia oil over the lactation
period, contributing to acceleration of the reflexes related to maturation and brain
development in rats.

Key words: chia oil. lactation. cerebral maturation.
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1 INTRODUCAO

A dieta materna é um elemento de caréter essencial para a realizagdo de uma
gestacdo bem-sucedida e desenvolvimento do feto. Em seres humanos, a maturacdo do
sistema nervoso central comeca no primeiro trimestre da gestacdo e persiste até os
primeiros anos de vida pos-natal (MARTINEZ, 1992; SOARES et al., 2014). J4 em ratos,
a maturagdo ocorre desde o nascimento persistindo durante todo o periodo de lactagdo
(21 dias pés-natal) (DOBBING, 1968; MORGANE, et al., 1993; SOARES et al., 2014).

A partir do 3° trimestre gestacional e durante os trés primeiros anos pds-natal,
conhecido como periodo critico de desenvolvimento, o cérebro cresce rapidamente e €
particularmente sensivel a vdrios fatores ambientais ou do préprio organismo que podem
alterar fortemente os eventos ontogénicos sequenciais (DOBBING, J. 1970;
(MORGANE; MILLER; KEMPLER, 1993; XIANG; ALFVEN; BLENNOW, 1999;
KOLETZKO; RODRIGUES-PALMERO; DEMMELMAIR, 2001; GEORGIEFF;
BRUNETTE; TRAN, 2015). Dentre estes fatores estdo a nutri¢do, a estimulagdo social e
o estresse (GEORGIEFF; BRUNETTE; TRAN, 2015).

Durante a gravidez, os dcidos graxos poli-insaturados (AGPI) sao transferidos
da mae para o feto através da placenta (SANTILLAN et al., 2010), estes nutrientes
essenciais, tém sido reconhecidos por promover a fun¢ao cognitiva (FAN et al., 2016). O
acido graxo omega-3, AGPI, caracteriza-se por apresentar a capacidade de se incorporar
em fosfolipidios das membranas neuronais, promovendo um maior crescimento de
neurdnios, sinaptogénese e neurogénese. O Omega-3 € precursor do 4acido
docosahexaendico (DHA) que apresenta acio antioxidante, anti-inflamatdrio e efeito anti-
apoptotico, associados a construgdo da resiliéncia neuronal de longo prazo e para um
desempenho 6timo do cérebro (LUCHTMAN; SONG, 2013).

Neste sentido, a chia (Salvia hispanica L.), planta pertencente a familia
Lamiaceae, nativa do sul do México e norte da Guatemala (IXTAINA et al., 2008), possui
quantidades significativas de 4dcidos graxos e compostos antioxidades que corroboram
com o desenvolvimento encefélico adequado. A chia é comercializada ou consumida na
forma de sementes inteiras, farinha, mucilagem e de 6leo das sementes (MARINELI et
al., 2014).

As sementes de chia contém cerca de 25-38% de Oleo e este possui maior
porcentagem conhecida de d4cido graxo alfa-linolénico (LNA, 18: 3 n-3),

aproximadamente 60% (IXTAINA et al., 2008). Além disso, o 6leo de chia contém um
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rico conjunto de antioxidantes naturais, tais como tocoferdis, fitoesterdis, carotendides
(CHAVEZ et al., 2008; IXTAINA et al., 2011) e compostos fendlicos, incluindo 4cido
clorogénico, 4cido caféico, miricetina, quercetina e kaempferol (CAPITANI et al, 2012;
REYES-CAUDILLO et al., 2008).

Estudos anteriores mostraram que o 6leo ou seus subprodutos, podem ser usados
em industrias de ra¢do animal a fim de se obter produtos de origem animal enriquecidos
com 4cidos graxos poli-insaturados (PUFA’s) e consequentemente agregando valor
nutricional aos mesmos (AYERZA; COATES; LAURIA, 2002; COATES; AYERZA,
2009).

Estudos com sementes de chia tém mostrado beneficios para a nutri¢do e satde
humana, esta capacidade € atribuida aos compostos bioativos presentes na mesma
(VUKSAN et al., 2007, 2010). Dentre os beneficios, estio a melhora dos marcadores
bioldgicos relacionados com a dislipidemia, inflamacdo, doencas cardiovasculares,
homeostase de glicose e resisténcia a insulina (MARINELI et al., 2014).

No que diz respeito a composi¢do nutricional, serd que o Odleo de chia
influenciaria no desenvolvimento da maturagdo reflexa da prole de maes suplementadas?

Com base nos beneficios atribuidos as sementes e ao 6leo de chia, hipotetizamos
que seu consumo poderd induzir a antecipacdo da maturacio reflexa na prole de ratas
suplementadas, tendo em vista que esta, se apresenta como uma excelente fonte de dcidos
graxos poli-insaturados (n-3), a qual conduziria a antecipa¢do do desenvolvimento
cognitivo e sindptico da prole lactante.

Os 4cidos graxos poli-insaturados (AGPI) desempenham um papel importante
na prevenc¢do e tratamento de doengas ndo transmissiveis (DNT), como: hipertensao,
doenca arterial corondria, diabetes e cancer (FEREREIDOON 2009; POUDYAL et al.,
2012). Porém, estudos que envolvam o desenvolvimento reflexo com a utilizagao do 6leo

de chia ndo sdo encontrados na literatura.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a influéncia da dieta materna contendo 6leo de chia sobre a maturacao

reflexa da prole durante o periodo de lactagdo.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Identificar o dia do desaparecimento da preensao palmar (PP);
e Identificar o dia do aparecimento dos reflexos retificacao postural (RP), evitacdo
do precipicio (EP), evitacio do precipicio pelas vibrissas (EPV), geotaxia negativa

(GN), retificacdo postural em queda livre (RPQL), e resposta ao susto (RS).
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 ACIDOS GRAXO0S: ESTRUTURA E CLASSIFICACAO

Os 4cidos graxos sdo nutrientes reguladores criticos de sinalizacdo intracelular e
influencia as vias principais, incluindo respostas inflamatérias, hemostasia, bem como o
desenvolvimento e fun¢do do sistema nervoso central (ROBINSON; MARTIN, 2016).

Acidos graxos sio dcidos carboxilicos com uma longa cadeia carbonica de 14 a
24 pares de atomos de carbonos, sendo mais comum ter entre 16 e 18 carbonos (Figura
). Os mesmos podem ser do tipo saturados ou conter mais de uma instauragdo. De modo
geral, as propriedades fisicas dos dcidos graxos ou lipideos derivados dependem da
presenca ou ndo das insaturacOes na cadeia de hidrocarboneto, assim como, do seu

comprimento (MARZZOCO; TORRES, 1999).

Figura 1. Estrutura de dois dcidos graxos com 18 carbonos com a presenca da dupla
ligacdo cis.

Giupo Q. 0 W <
carboxlla o N
GE‘E 2
/GHE -/GHz
Cﬂz CH2
'\.\
,CH2 _CHa
CHz CH,
/CHE‘ /'CHQ
Cadela CH CH2 H
carbdnica _CH, Nt
&t L
|EII/-|.:|“|2 EH;H
2
o e
Ha g g
,CH; ,CHz
cH, CH
5 N\
/CHQ CHG
CHg
(a) (b)

(a) o 4cido estedrico, saturado e (b) 4cido oleico, insaturado.
Fonte: MARZZOCO; TORRES, (1999).
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Acidos graxos saturados possuem cadeias flexiveis e distendidas, através de
vérias interacOes hidrofébicas que ligam uns com os outros (Figura 2) (MARZZOCO;
TORRES, 1999). Estes por sua vez, sdo encontrados em estado solido a temperatura
ambiente e sdo representados pelo acido laurico (12: 0), 4cido miristico (14: 0), 4cido
palmitico (16: 0) e 4cido estedrico (18: 0). Suas fontes alimenticias compreendem
alimentos processados, produtos liacteos com alto teor de gordura (HFD), carnes
vermelhas e carne de porco (LEGRAND; RIOUX, 2010). Todavia, os efeitos da dieta
contendo 4cidos graxos saturados parece ser mediado por miltiplos mecanismos
bioldgicos como o estresse oxidativo, disfunc@o endotelial, sensibilidade a insulina,

pressdo arterial, tendéncia trombdtica e inflamacgdo subclinica (HU; WILLETT, 2002).

Figura 2. Interacio entre moléculas de dcidos graxos do tipo saturado (a), e entre saturado

e insaturado (b).

(a) (b)
Fonte: MARZZOCO; TORRES, (1999).

Os 4cidos graxos poliinsaturados quase sempre possuem duplas ligacdes com
configuragdes cis na sua cadeia carbonica. A dupla ligacdo produz uma dobra rigida na
cadeia e este determina a formacdo de agregados menos compacto, € assim, menos
estaveis (MARZZOCOQO; TORRES, 1999).

A familia dos acidos graxos poliinsaturados (PUFA) inclui os acidos graxos n-3
e n-6 (MESSAMORE et al., 2017). Dentre as fontes dietéticas ubiquas do &cido a-
linolénico (18: 3 n-3) precursor de PUFA inclui-se o 6leo de linhaga, de canola, de soja e
de perila. Ja as fontes do acido linoleico (18: 2 n-6) inclui-se o 6leo de cartamo, soja e
milho. Estes PUFA’s derivados de plantas sdo considerados essenciais porque nao podem
ser formados endogenamente e, portanto, requerem aquisicdo através da dieta

(REARDON; BRENNA, 2013).
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A biossintese de PUFA’s n-3, inclui o 4cido eicosapentaendico (EPA, 20: 5 n-3)
e dcido docosahexaendico (DHA, 22: 6 n-3), enquanto o PUFA’s n-6 inclui o 4cido
araquidonico (20: 4 n-6). Contudo, seus precursores requerem uma série de reagdes de
desaturacdo e alongamento microssomal comuns e competitivas (Figura 3) (REARDON;

BRENNA, 2013).

Figura 3. Diagrama das vias bioquimicas dos PUFA’s n-3 e n-6 a partir de precursores
dietéticos derivados de plantas.

r DIET 1

| Omega-6 Fatty Acids || Enzyme || Omega-3 Fatty Acids |

Linaleic Acid {18:2n-6) r=Linolenic Acid (18:3n-3) _\\
_l 6 Desaturase l I
y-Linolenic Acid (18:3n-6) Octadecatstraenoic Acid (18:4n-3)
1 Elongase l
Homo-y-Linolenic Acid (20:3n-6) Eicosatetragnoic Acid (20:4n-3)

4-

45 Desaturase l, > Microsome
Prostaglanding - C mr Arachidanic Acid (20:4n-6) Elcosapentaenaic Acld (20.5n-3) |
Thomboxanes

l Elongase l
LOX . = .
1 Docosatetraenoic Acid (22:4n-6) Docosapentasnoic A (22:50-3)
Leukatrianes -l— Elongase l
Lpaxins.  Adrenic Acid (24:4r-8) Tetracosapentaenoic Acid (24:5n-3) |

=

A<6 Desaturase

4-
-

=2
o
o
=

&

Tetrahexaenaic Acid (24:80-3)
Acyl CoA

Desaturase ~ Peroxisome

-

P2
e
=
&
3

4:7n-

[+Oxidation l o

Docosapentaenoic Acid (22:50-6) Docosahexae&oic Acid (22:60-3)

(%)

-

coxiLox

a4

Dogosenoids

Biossintese de 4dcido docosahexaendico (DHA, 22: 6 n-3) a partir de acido a-linolénico (18: 3 n-3) e dcido
araquidonico (20: 4 n-6) a partir de dcido linoleico (18: 2 n-6). A sintese final de DHA requer modifica¢des
adicionais incluindo a B-oxidagdo dentro de peroxissomas. O dcido araquidonico ndo esterificado é um
substrato para a biossintese mediada por ciclo-oxigenasse (COX) de prostaglandinas e tromboxanos, assim
como a biossintese mediada por lipoxigenase (LOX) de leucotrienos e lipoxinas.

Fonte: MESSAMORE et al. (2017).

3.2 LIPIDEOS NA GESTACAO E LACTACAO

Durante a gravidez/lactacdo a nutrigdo materna atua como fator decisivo para o

desenvolvimento adequado da prole. No metabolismo lipidico durante os dois primeiros
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trimestres da gravidez, o corpo materno acumula gordura, enquanto que no final da
gravidez, a atividade lipolitica no tecido adiposo materno é aumentada. No entanto, um
excesso ou deficiéncia de certos dcidos graxos pode levar a consequéncias adversas para
o concepto (MENNITTI et al., 2015).

Segundo Robinson e Martin (2016), os componentes lipidicos dietéticos,
incluindo 4cidos graxos e os seus metabdlitos, servem ndo somente como fontes de
energia, mas também como reguladores de vias de desenvolvimento, a exemplo da via
imune e metabdlica, além de atuarem de forma eficiente sobre o sistema nervoso central.
Os mecanismos de transferéncia de &cidos graxos através da placenta envolvem
mecanismos de difusdo e de transporte simples, além disso, as lipases de lipoproteinas e
lipases endoteliais agem na superficie da placenta materna liberando os acidos graxos
para serem transferidos.

Em animais, a exposi¢ado fetal aos dcidos graxos trans parece promover efeitos
deletérios na saude da prole, aumentando assim o risco individual de desenvolver doengas
metabolicas ao longo da vida. Da mesma forma, a ingestdo materna de acidos graxos
saturados parece provocar alteracdes na funcao do figado e tecido adiposo associado com
resisténcia a insulina e diabetes (MENNITTI et al., 2015).

Virios estudos t€ém demonstrado que a ingestao de dcidos graxos saturados leva
a inflamac@o hipotalamica, a resisténcia a insulina, bem como leptina e o ganho de massa
corporal (RODRIGUES, 2010; VELLOSO, 2008; DE SOUZA, 2005; THALER, 2010).

Pisani et al. (2008), ao avaliarem a ingestdo de gordura hidrogenada durante a
gravidez e lactacdo em ratas, verificaram modificacdes significativas no perfil lipidico
sérico da prole, vale ressaltar que seus resultados evidenciaram aumento dos
triacilglicerois, colesterol séricos e diminui¢do da leptina, adiponectina no sangue dos
filhotes.

Em contrapartida, os 4dcidos graxos poliinsaturados (PUFA’s), particularmente
as de cadeia longa (4cido araquiddnico, 4cido eicosapentaendico e docosahexaendico),
desempenham um papel fisiol6gico importante e benéfico na prole de ratas tratadas com
estes acidos graxos durante periodos criticos de desenvolvimento (MENNITTI et al.,
2015). A quantidade de PUFA da membrana e a sua composi¢do podem atuar como
sinais para a maturacio e desenvolvimento do sistema nervoso (HULBERT et al., 2000;

SANTILLAN et al., 2010).
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Segundo Akerele e Cheema (2016), ha evidéncia que o dmega (n) -3 PUFA e
seus metabdlitos melhoraram os resultados de saide materna e neonatal, modificando a
duracdo da gestacdo, além de reduzir as recorréncias de parto pré-termo.

Fan et al. (2016), comprovou em seu estudo que a deficiéncia de dcidos graxos
poli-insaturados (AGPI) n-3 durante a gravidez e lactacdo, teve impacto duradouro sobre
a neurogénese cerebral e apoptose da prole adulta e que estes efeitos nocivos ndo podem
ser revertidos por suplementagdao de PUFA n-3 depois do desmame.

Durante a gravidez/ lactagdo, o consumo materno de n-3 e n-6 pode contribuir
para o desenvolvimento do cérebro e pode estar envolvido na determinacdo da
composi¢do corporal, influenciando o estado de lipideos nos tecidos e modulando
processos metabolicos que conduzem a mudangas no risco de desenvolvimento de
doencas em adultos, como obesidade, diabetes, cancer, além de distirbios

cardiovasculares e hepéticos (NOVAK, 2012; KELSALL, 2012; MASSIERA, 2003).

3.3 CHIA (Salvia Hispanica L.) — OLEO DE CHIA

Salvia hispanica L., cujo nome comum € chia, € uma planta herbacea anual que
pertence a familia Lamiaceae, que € nativa do sul do México e do norte da Guatemala.
Tém sido cultivadas a partir das regides tropicais e subtropicais. Embora as plantas sejam
poucas tolerantes a geadas, estas podem ser cultivadas em estufas em algumas regides da
Europa (HUXLEY, 1992; IXTAINA, 2008).

Hoje, a chia € cultivada comercialmente no México, Bolivia Argentina, Equador
e Guatemala. Na Argentina, € uma cultura que poderia ser economicamente cultivada
desde o verdo até o outono (COATES; AYERZA, 1996; IXTAINA, 2008). Junto com
milho, feijao e amaranto, a chia era um componente essencial na dieta de muitos
civilizagdes pré-colombianas da América, incluindo as populacdes maias e astecas
(CRUZ; LOPEZ, 2014). O cultivo de chia foi drasticamente reduzido apés a colonizagio
espanhola, devido a conflitos culturais JAMBOONSI et al., 2012).

O uso da chia pode ser sob a forma de sementes inteiras, farinha, mucilagem e
6leo das sementes (MARINELI et al., 2014). A semente de chia tem sido descrita como
uma boa fonte de dleo, proteina, fibra alimentar, minerais e compostos polifenélicos
(AYERZA; COATES, 2004; CAPITANI; SPOTORNO; NOLASCO, 2012; REYES-
CAUDILLO; TECANTE; LOPEZ, 2008). Possui um elevado nivel de antioxidantes,

tocoferodis (238-427 mg/kg) e polifendis, sendo os principais os acidos clorogénicos e
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compostos fendlicos, como o caféico, miricetina, quercetina e kaempferol (IXTAINA et
al., 2011).

Segundo Coates e Ayerza (1996), a semente de chia tem niveis mais elevados de
proteina do que as culturas tradicionais de cereais como o trigo (Triticum aestivum L.),
milho (Zea mays L.), arroz (Oryza sativa L.), aveia (Avena sativa L..) e cevada (Hordeum
vulgare L.).

O renascimento do interesse nas sementes de chia é devido ao seu teor de 6leo
(MARINELI et al., 2014). A semente contém entre 0,25 e 0,38 g de 6leo/g da semente,
em que os principais componentes sdo triglicéridos, em que os &cidos graxos
poliinsaturados (PUFA’s, acidos a-linolénico e linoléico) estdo presentes em altas
quantidades (AYERZA, 1995; IXTAINA et al.,, 2011; PALMA; DONDEM, 1947;
MARTINEZ et al., 2012). O 6leo de chia pode ser obtido por métodos diferentes, tais
como extracdo com solvente, por prensagem e utilizando CO supercritico (MARTINEZ
et al., 2012).

Sementes de chia sdo atualmente utilizados por suas propriedades nutricionais e
medicinais, como por exemplo, resisténcia para os atletas, supressores de apetite, agente
de perda de peso, controle da glicemia e regulacdo intestinal. Recentemente, foi relatado
o uso potencial das sementes de chia como uma boa fonte de proteinas com uma
estabilidade térmica notavel (OLIVEROS; L()PEZ, 2013). Além disso, a chia tem sido
uma importante matéria prima para obter alimentos funcionais, devido as suas
caracteristicas especiais, tais como o elevado teor de 4dcidos graxos que oferece vantagens
sobre fontes disponiveis de n-3 (COATES; AYERZA, 1996). Acidos graxos n-3
desempenham um papel muito importante na fisiologia, especialmente durante o
crescimento fetal e infantil (BOWEN; CLANDININ, 2005; MARTINEZ et al., 2012).

Ervas da familia Lamiaceae tém sido apontadas como importantes fontes
potenciais de compostos ativos secunddrios (ATANASSOVA; GEORGIEVA;
IVANCHEVA, 2011). A maior parte das espécies do gé€nero Salvia tem importancia
homeopatica e horticola como fonte de diversos constituintes naturais uteis, incluindo
terpenos e flavondides. A grande diversidade de metabolitos secunddrios como
compostos fendlicos isolados a partir de plantas de Salvia possuem excelente atividade
antimicrobiana, bem como a capacidade antioxidante, em alguns casos s@o usados contra
uma série de perturbacdes patoldgicas, tais como a aterosclerose, disfuncdo cerebral e

cancer (CVETKOVIK], et al., 2013).
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As propriedades antioxidantes dos compostos fendlicos sdo atribuidas a sua
capacidade de sequestrar radicais livres para quelar os fons de metais envolvidos na sua
producdo. Assim, a atividade antioxidante dos compostos fendlicos € devido a sua
capacidade de doar um 4tomo de hidrogénio ou de elétrons, e a sua capacidade de
localizar o elétron ndo emparelhado no interior da estrutura aromética (PANCHON, 2008;
IGNAT; VOLF; POPA, 2011).

As isoflavonas sdo bem conhecidos como substincias anticancerigenas e elas
tém vdarias aplicagdes na prevencao de doencas cardiovasculares. Estas substancias sao
denominadas fitoestrogé€nios, uma vez que exibem atividade estrogénica; a sua utilizacao
€ muitas vezes relacionada com o tratamento de sintomas da menopausa, a osteoporose
pOs-menopausa, e outros distirbios relacionados com o estrogénio (VACEK, 2008).
Todas essas propriedades fazem da chia uma excelente op¢do de alimento com apelo
funcional, por isso indica-se o consumo dietético frequente, j4 que a mesma contribui

positivamente para a saide humana.
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4 METODOLOGIA

4.1 CARACTERIZACAO DA PESQUISA

O estudo trata-se de uma pesquisa de cardter exploratéria e experimental. O
estudo em questdo foi conduzido na ambiéncia do Laboratdrio de Nutricdo Experimental
— LANEX da Universidade Federal Campina Grande. O ensaio experimental partiu-se da
utilizacdo da prole de ratas Wistar suplementadas com 6leo de chia durante o periodo

critico de desenvolvimento, terceiro trimestre de gestacdo até os primeiros anos de vida.

4.2 LOCAL DE EXECUCAO
Todos os dados foram coletados com base na avaliacio dos parametros de
maturacdo reflexo no Biotério de criagdo animal no Laboratério de Nutricdo

Experimental (LANEX/CES/UFCG).

4.3 ANIMAIS E GRUPOS EXPERIMENTALIS

Neste estudo utilizou-se quarenta e quatro (44) ratos machos recém-nascidos da
linhagem Wistar, obtidos do Biotério de Criacdo Animal do Departamento de Nutricdao
da Universidade Federal de Campina Grande, do Centro de Educag¢do e Satde, Cuité
(Paraiba). Para obtencdo destes animais, utilizou-se 9 ratas fémeas com idade entre 120 e
150 dias e com média de peso de 250 g, estas acasalaram e a gravidez foi confirmada
através de esfregaco vaginal. As ratas gravidas foram alojadas em gaiolas maternidades
e mantidas em condi¢Oes padrao de temperatura 23 + 1° C, umidade de 65 + 5% sobre um
ciclo claro/escuro de 12/12 horas (inicio do clico claro as 6:00 h e término as 18:00 h)
recebendo ragdo e dgua ad libitum.

As ninhadas foram padronizadas aleatoriamente em seis filhotes machos, sendo
realizado o desmame aos 21 dias pds-parto. Quando necessdrio, ratas fémeas foram
incluidas as ninhadas para que as mesmas fossem padronizadas em 6 filhotes cada, no
entanto, as mesmas ndo eram usadas nos testes. Com os filhotes machos realizou-se a

avaliacdo dos parametros de maturacao reflexo.

4.4 OBTENCAO DA MATERIA-PRIMA
A banha de porco utilizada para formulacdo das dietas experimentais foi
adquirida em uma feira livre localizada na cidade Solanea, Paraiba, Brasil. J4 o 6leo de

chia foi obtido em uma rede de hipermercado da cidade de Joao Pessoa — PB.
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4.5 DIETAS

As ratas lactantes foram divididas em trés grupos (n = 3 ratas por grupo), de
acordo com a fonte lipidica ofertada, sendo: dieta comercial — Grupo Controle dieta com
6leo de soja (CT), dieta comercial enriquecida com 5% de banha de porco — Grupo Banha
de Porco (BP) e dieta comercial enriquecida com 5% 6leo de chia - Grupo Oleo de Chia
(OC). Todas as dietas experimentais foram ofertadas as ratas durante o periodo de
lactacdo. Durante a gestagdo as mesmas receberam dieta comercial (Presence®) sem

enriquecimento.

Figura 4. Fontes lipidicas utilizadas nas formulacdes das dietas experimentais.

BANHA DE PORCO OLEO DE CHIA

RACAO PARA ANIMAIS
DE LABORTORIO EM PO
- PRESENCE

Fonte: Dados da pesquisa. CES/UFCG, 2017.

4.6 PREPARACAO DAS DIETAS

Todas as dietas foram elaboradas semanalmente até o final do periodo de
lactacdo no laboratorio de Bromatologia (LABROM) da Universidade Federal de
Campina Grande, Campus Cuité, Paraiba. Com base no estudo de Santillan et al., (2010),
utilizando 20 ml de 6leo de chia ou 20 ml de banha de porco fluida, 380 g de racdo
comercial em p6 para animais (Presence®), 4gua para homogeneizagio, e levada a estufa

de circulagdo de ar a temperatura de 40 ° C para secagem por um periodo 6 horas

(APENDICE A).
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4.7 AVALIACAO DO DESENVOLVIMENTO REFLEXO DOS ANIMAIS

Para a avaliagdo do desenvolvimento reflexo em ratos lactantes utilizou-se um
modelo experimental proposto por Smart e Dobbing (1971), onde realizou-se a
investigacdo da maturagdo reflexa baseada nos seguintes parametros: Desaparecimento
da preensao palmar (PP), retificacdo postural (RP), evitacdo do precipicio pelas vibrissas
(EPV), evitacdo do precipicio (EP), geotaxia negativa (GN), resposta ao susto (RS) e
retificacdo postural em queda livre (RPQL).

Cada parametro era avaliado diariamente entre as 12:00 e 14:00 horas da tarde,
desde o 01 a 21 dias pés-parto. Para fim de consolidacdo da maturacdo reflexa, foram
julgados como “reflexo positivo” quando o animal apresentou resposta consecutiva de
trés dias. Todos os pardmetros foram realizados por um tnico pesquisador com o intuito
de evitar-se possiveis vieses na maturacdo reflexa dos animais. Foi considerado um
periodo maximo de observacao de 10 segundos para estas respostas reflexivas, as mesmas

eram cronometradas por crondmetro digital de mao modelo Kenko.

4.7.1 PROCEDIMENTO DE AVALIACAO:

a) Preensdo Palmar (PP) - Este reflexo consiste em uma flexao dos digitos em
retorno a estimulacio da palma da m@o com um pequeno bastdo metalico, como resposta
esperada a uma leve flexao dos digitos. (Figura 5). Para esse reflexo, a data de
desaparecimento culminard com crescimento do animal e esta serd registrada em uma

tabela (ANEXO B), assim como os demais testes.

FIGURA 5. Avaliagdo do reflexo de maturacdo Preensdo Palmar.

Fonte: Autoria prépria. CES/UFCG, 2017.
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b) Retificacdo Postural (RP) - O filhote € colocado em decubito dorsal numa
superficie plana e a resposta € considerada positiva quando o animal se virar e posicionar-

se na posi¢do ventral, com as quatro patas apoiadas na superficie.

FIGURA 6. Avaliacdo do reflexo de maturacio Retificacdo Postural.

Fonte: (BARROS, 2006).

c¢) Evitagdo do Precipicio Pelas Vibrissas (EVP) - O recém-nascido € colocado
pela cauda, com a cabeca voltada para a borda de uma mesa e as vibrissas apenas tocando
a superficie vertical da mesa. A resposta esperada € levantar a cabeca e estender as patas

dianteiras em movimentos de marcha na direcao da mesa.
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FIGURA 7. Avaliacao do reflexo de maturacio Evitacao do Precipicio pela Vibrissas.

Fonte: (BARROS, 2006).

d) Evitacdo do Precipicio (EP) - O rato é colocado na extremidade de um
“precipicio”, como: borda de uma mesa, com as patas dianteiras e cara apenas sobre a
borda. A resposta esperada € afastar-se do precipicio em sentido posterior a borda assim

evitando cair.

FIGURA 8. Avaliacdo do reflexo de maturagdo Evitacdo do Precipicio.

Fonte: (BARROS, 2006).

e) Geotaxia Negativa (GN) - O filhote é colocado em uma rampa inclinada (com
45° de inclina¢do e medindo 34 x 24 cm) com a cabeca apontando para o chdo. A resposta

madura esperada € virar-se a 180° e subir pelas encostas da rampa.
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FIGURA 9. Avaliacao do reflexo de maturacdo Geotaxia Negativa.

e
ST

Fonte: (BARROS, 2006).

f) Resposta ao Susto (RS) - O rato € exposto a um ruido alto e nitido ocasionado
pelo bastdo de madeira sobre um objeto metalico a uma distancia maxima de 10 cm do
animal. A resposta esperada é uma extensio de linha da cabeca e os membros, seguido

pela retirada dos membros e uma postura agachada, ou seja, medo do animal.

FIGURA 10. Avaliacdo do reflexo de maturagdo Resposta ao Susto (RS).

Fonte: (BARROS, 2006).

g) Retificacdo Postural em Queda livre (RPQL) - E realizado com o filhote de
dorso para baixo, segurando suas patas a 35 cm de altura acima de uma almofada de
algoddo soltando-se o animal em queda livre. Como resposta, espera-se que 0 neonato

gire em pleno ar e apoie-se em suas quatro patas.
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FIGURA 11. Avaliacao do reflexo de maturagdo Retificacdo Postural em Queda Livre.

Fonte: (BARROS, 2006).

4.8 ANALISES ESTATISTICAS

Toda a andlise estatistica da maturacdo reflexa foi avaliada utilizando o Software
Sigma Stat (3.1.). Para a anélise dos dados do ensaio bioldgico foi aplicado a anélise de
variancia (ANOVA) paras as comparacdes entre os diversos parametros avaliados dos
diferentes grupos. Ocorrendo diferencas foi aplicado um pés-teste Teste T Pareado, para

o nivel de significancia foi considerado para a rejei¢ao da hipétese nula de p <0,05.

4.9 PROCEDIMENTOS ETICOS

Este estudo foi submetido e obteve parecer aprovado pelo comité de ética de
animais do Centro de Satde e Tecnologia Rural da Universidade Federal de Campina
Grande (UFCG), sob Protocolo CEUA de nimero 0250/15, atendendo assim, as

especificacdes no uso de animais para fins cientificos e didaticos (ANEXO B).
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S RESULTADOS

De acordo com os dados expresso na Gréfico 1, os grupos OC e BP apresentaram

antecipacdo no desaparecimento do reflexo PP quando comparado ao CT (p<0.05).

Griéfico 1 - Reflexo de maturagdo Desaparecimento da Preensdao Palmar da prole de ratas
Wistar, alimentadas do 1° ao 21° dia de lactacdo, com dietas normolipidica — 6leo de soja

(CT) e dietas hiperlipidica enriquecidas, banha de porco (BP) e 6leo de chia (OC).
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Dados expressos em média + DP. Para andlise estatistica, foi aplicada a andlise de varidncia ANOVA
seguida pelo pos-teste teste-T student com nivel de significancia <0,05. a= versus o grupo controle.

No que se refere ao reflexo RP somente os animais do grupo BP apresentaram
antecipacdo para este pardmetro quando comparados com o grupo CT (Gréfico 2)
(p<0.05). J4 na avaliacao do reflexo EP, o grupo OC antecipou este indicador quando os
mesmos foram comparados ao grupo CT, contudo, o grupo BP diferiu estaticamente

quando comparado ao grupo OC, havendo retardo para este grupo (Gréfico 2) (p<0.05).
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Griafico 2 - Reflexo de maturacdo Retificacdo Postural e Evitacdo do Precipicio da prole
de ratas Wistar, alimentadas do 1° ao 21° dia de lactacdo, com dietas normolipidica — 6leo

de soja (CT) e dietas hiperlipidica enriquecidas, banha de porco (BP) e 6leo de chia (OC).
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BEP

Idade de Lactagdo (Dias)

CT oC BP

Dados expressos em média + DP. Para andlise estatistica, foi aplicada a andlise de varidincia ANOVA
seguida pelo pés-teste teste-T student com nivel de significAncia p<0,05. Para os reflexos Retificacdo
Postural (RP) e Evitacdo do Precipicio (EP). a= versus o grupo controle, b= diferenca entre grupo banha
de porco versus o grupo 6leo de chia.

Nos reflexos EPV e GN, nao houveram diferencas estatisticas para os grupos de
animais, estes por sua vez apresentaram normalidade nas respostas de maturacdo como
mostra o grafico 3.

Pode-se ainda constatar a retardo no reflexo RS no grupo OC quando
comparados ao grupo C., todavia, o grupo BP apresentou normalidade para este parametro
de maturacdo (Gréfico 4). Quanto ao ultimo pardmetro da avali¢do reflexa RPQL, pode-
se observar retardo somente na prole do grupo BP, esta por sua vez se diferiu

estatisticamente do grupo C quanto do grupo OC (p<0.05) (Gréfico 4).
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Gréfico 3 - Reflexo de maturagdo Evitagdo do Precipicio pelas Vibrissas e Geotaxia
Negativa da prole de ratas Wistar, alimentadas do 1° ao 21° dia de lactagdo, com dietas
normolipidica — 6leo de soja (CT) e dietas hiperlipidica enriquecidas, banha de porco

(BP) e 6leo de chia (OC).
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Dados expressos em média + DP. Para andlise estatistica, foi aplicada a andlise de varidincia ANOVA. Para
os reflexos Evitagdo do Precipicio Pelas Vibrissas (EPV), Geotaxia Negativa (GN). a= versus o grupo
controle.

Grafico 4 - Reflexo de maturacio Resposta ao Susto e Retificacdo Postural em Queda
Livre da prole de ratas Wistar, alimentadas do 1° ao 21° dia de lacta¢do, com dietas
normolipidica — 6leo de soja (CT) e dietas hiperlipidica enriquecidas, banha de porco
(BP) e 6leo de chia (OC).
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Dados expressos em média + DP. Para andlise estatistica, foi aplicada a andlise de varidncia ANOVA
seguida pelo pos-teste teste-T student com nivel de significincia p<0,05. Para os reflexos Resposta ao Susto
(RS), Retificagdo Postural em Queda Livre (RPQL). a= versus o grupo controle, b= diferenca entre grupo
banha de porco versus o grupo 6leo de chia.

Idade de Lactacao (Dias)
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6 DISCUSSAO

A realizacdo deste estudo nos proporcionou avaliar os efeitos do consumo de
uma dieta materna hiperlipidica enriquecida com 6leo de chia, ofertada durante o periodo
de lactagdo, sobre a prole. Com base nos resultados pode ser observado que o grupo de
animais cuja as maes ingeriram o 6leo de chia, ocorreu antecipacdo de alguns parametros
relacionados a maturacio e o desenvolvimento cerebral sendo estes, desaparecimento da
preensdo palmar, evitagdo do precipicio e resposta ao susto.

Durante o periodo de lactacdo a qualidade da dieta materna tem sido relacionado
com o desenvolvimento e saide de neonatos. Durante o periodo fetal tardio, que
corresponde aos trés primeiros anos de vida pos nascimento, o cérebro cresce rapidamente
neste periodo e é particularmente sensivel a vdrios fatores externos, tais como nutri¢do,
estimulagdo social e estresse (GEORGIEFF et al., 2015).

O consumo de 4cidos graxos poli-insaturados durante o periodo de gestacdo e
lactagdo é fundamental durante o desenvolvimento perinatal do cérebro. Sendo o 4cido
docosahexaendico (DHA) o PUFA mais abundante no cérebro e este com influéncia sobre
a fun¢do da membrana neuronal como também na neuroprotecdo (JANSSEN et al., 2015).
O que pode justificar os resultados encontrados em nosso estudo, na qual pode-se
observar que o grupo OC apresentou antecipacdo dos reflexos de maturacdo cerebral,
sendo este: evitacdo do precipicio EP e desaparecimento da preensdao palmar PP. Estes
resultados podem ser justificados, devido o 6leo de chia apresentar em sua composi¢ao
cerca de se 60% de ALA (4cido linolénico) e 20% de LA (4cido linoleico 18: 2 n-6)
(FORTINO et al., 2017).

Os éacidos linolénicos (n-3) e linoleicos (n-6) sdo &4cidos graxos essenciais
precursores dos 4cidos graxos poli-insaturados de cadeia longa (LCPUFA)
(BLANCHARD et al., 2013). Esses acidos graxos sdo considerados os mais importantes
no periodo neonatal pois garante o desenvolvimento neurolégico adequado de lactentes
(INNIS, 2000; SALVATIET et al., 2006). Entre os mecanismos que conduzem o PUFA
n-3 na determinacdo do desenvolvimento e da fungcdo do cérebro, encontra-se a
capacidade de poder incorporar-se nos fosfolipidios de membrana neuronal, resultando
em aumento da neurite, sinaptogénese e neurogénese (FAN et al., 2016).

Os resultados encontrados na presente pesquisa divergiram dos resultados
encontrados por Medeiros et al. (2015), que ao investigarem o efeito do consumo materno

de 6leo de buriti (bruto ou refinado), sobre o desenvolvimento reflexo, somatico em ratos
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neonatais tratados no periodo de gestacdo e lactacdo. Evidenciaram que mesmo o 6leo
refinado como também o 6leo bruto de buriti, ambos ricos em &4cidos graxos poli-
insaturados ocasionaram retardo no desenvolvimento da prole em relacao aos parametros
de desaparecimento da preensao palmar, retificacdo postural e de evitagao ao precipicio.
Na presente pesquisa, a prole lactante cuja maes foram tratadas com dieta enriquecida
com O6leo de chia obtiveram retardos para os seguintes reflexos: retificacdo postural,
evitacdo do precipicio pelas vibrissas, geotaxia negativa e retificacdo postural em queda
livre quando comparados ao grupo controle CT. Soares et al. (2014), retrata que outros
estudos também identificaram a maturacdo tardia dos reflexos utilizando dietas contendo
niveis elevados de n-3. Podendo assim justificar nossos resultados, tendo em vista que o
6leo de chia possui altas concentracdes de AGPI’s.

No que diz respeito ao grupo BP, cujas maes foram alimentadas com dieta
enriquecida com banha de porco, pode-se constatar que ndo houve antecipacdo para os
reflexos de maturacdo EP, EPV, GN, RS, RPQL. Estes resultados podem se justificar
devido a banha de porco ser fonte de gordura saturada e trans. Estudos sugerem que a
exposicdo perinatal a dieta rica em gordura saturada (HFD) provoca atraso no
desenvolvimento no cérebro incluindo a diminuicio da neurog€nese, a apoptose,
diferenciagdo neuronal e déficits comportamentais (GIRIKO et al., 2013; NICULESCU;
LUPU, 2009; TOZUKA et al., 2009, 2010). Tais resultados corraboram com o estudo de
Giriko et al. (2013), que ao avaliarem o desenvolvimento somético, fisico, sensério-motor
e neurocomportamental da prole de ratas alimentadas com dieta rica em gordura (52%
saturada) (HFD) durante a lactacdo, os autores evidenciaram atrasos na progénese (HFD)
quanto a consolidacdo dos seguintes reflexos: colocacdo de vibrissa, resposta ao susto,
retificagdo postural em queda livre e geotaxia negativa.

Nossos resultados também mostram que houveram antecipac@o nos parametros
PP e RP para os animais do grupo banha quando comparado ao grupo controle.
Corroborando com os resultados obtidos no estudo de Soares et al. (2014), que ao
investigarem o efeito de trés fontes de gordura distintas, o leite de cabra (CLA) o 6leo de
coco e o 0leo de soja sobre a ontogenia reflexo na prole de ratos, tratados desde a gestagcao
a lactacdo, observou-se que a prole lactante tratada com 6leo de coco apresentou efeitos
semelhantes ao grupo CLA em relagdo a antecipagdo dos seguintes reflexos PP, RP, EPV,
NG, RS.

Na comparacgdo entre as dietas experimentais na presente pesquisa 0s neonatos

do grupo BP diferiram estatisticamente apresentando um retardo nos parametros EP e
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EPQL quando comparados ao grupo OC. Este fato pode ser explicado devido a banha de
porco apresentar também gorduras poli-insaturadas (FONSECA; GUTIERREZ, 1974).
De acordo com o mecanismo de metabolizagdo dos 4cidos graxos no organismo, a
gordura proveniente da banha de porco poderia estd sendo utilizada para o crescimento
celular e assim influenciando na maturagéo reflexa.

De acordo com os dados dispostos na presente pesquisa reforcam a importancia
da qualidade no consumo de diferentes lipideos dietéticos no periodo de lactagdo sobre o
desenvolvimento infantil no inicio da vida. Sendo observado efeitos benéficos do
consumo do 6leo de chia na maturagdo, crescimento e desenvolvimento dos sistemas

neurais nos periodos iniciais da vida.

7 CONSIDERACOES FINAIS

Com base em nossos resultados pode-se concluir que o consumo dietético
materno de 6leo de chia durante o periodo de lactacdo foi capaz de acelerar parametros
da maturacido reflexa (PP, EP). Mas ndo alterou o desenvolvimento e crescimento
cerebral. Diante destes resultados e a escassez de dados na literatura cientifica, sugere-

se que mais estudos com o 6leo de chia sejam desenvolvidos.
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1. Colocar a banha de
porco em banho-maria
até ficar fluida.

2. Pesar 20 g de
banha ou 20 mL de
Oleo de chia.

3. Misturar com 380
g da racdo em poé
Presence.

7. Deixar Secar em um
periodo de 6 horas.

6. levar a estufa de
dupla circulacido de

ara40°C.

5. Colocar a massa
em formas.

4. Homogeneizar com 4gua e sovar

até

que forme

uma

compacta.

massa
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ANEXO

ANEXO A. Avaliacdo da maturagdo reflexa da prole lactante.
TABELA 1. Reflexo por dias de lactacao da prole.

GRUPO: SEXO: DATA DE NACIMENTO:

DPP DD APP Cv GT QLE RS PESO
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ANEXO B. Certificado de Aprovagio Comité de Etica

Universidade Federal de Campina Grande - -~
Centro de Saude e Tecnologia Rural
Comissio de Etica em Pesquisa
Aw. 5ta Cecilia, s'm, Bairmo Jatobd, Fodovia Patos,
CEP: 5870:(0-970, Cx postal 64, Tel. (83) 3511-3045

A: Sra. Mayara Queiroga Barbosa (Coordenadora)

Protocole CEP n2250.2015

CERTIDAO

ASSUNTO: Solicitagdo de aprovacdo
do projeto de pesquisa intitulada
TAVALIACAD Dos PARAMETROS DE
DESENVOLVIMENTO SOMATICO,
COMPORTAMENTAIS E BIOQUIMICOS DA PROLE DE
RATAS TRATADAS COM OLED DE CHIA DURANTE A

LACTACAD".

Certificamos a V.Sa. que seu projeto teve parecer
consubstanciado orientado pelo regulamento interno deste comité e
foi Aprovado, por Ha de Referendum, em 05 de outubro de 2016,
estando a luz das normas e regulamentos vigentes no pais atendidas

as especificacies para a pesquisa cientifica.

Patos, 01 de dezembro de 2016.
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Maria de Fatima de Araujo Lucena
Coordenadora do CEP
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