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RESUMO

OLIVEIRA, M.L.A. AVALIACAO DOS PARAMETROS ANSIOLITICOS EM PROLE DE
RATAS (WISTAR) SUPLEMENTADAS COM OLEO DE PEQUI DURANTE A
GESTACAO E LACTACAO. 2019. 41f. Trabalho de Conclusio de Curso (Gradua¢io em
Nutri¢do) - Universidade Federal de Campina Grande, Cuité, 2019.

O pequizeiro (Caryocar brasiliense Camb) € uma planta amplamente distribuida em todo o
territério brasileiro. O dleo extraido do seu fruto € composto por um alto teor de vitaminas
lipossoliveis, 4cidos graxos saturados e poliinsaturados, além de altas concentragdes de
carotenoides e 4cidos fendlicos, responsaveis por sua a¢do antioxidante. Estudos j& comprovaram
que a suplementacdo materna com dcidos graxos poliinsaturados tem um efeito positivo na
maturacdo e o desenvolvimento do Sistema Nervoso de fetos. O presente trabalho objetivou
avaliar o impacto sobre o comportamento de ansiedade em prole de ratas suplementadas com 6leo
de pequi durante a gestacdo e lactacdo. Foram utilizadas 12 ratas Wistar primiparas com idade
entre 90 e 120 dias, para a obtencdo dos neonatos, separadas em 02 grupos: Grupo Controle, que
recebeu dgua destilada, e grupo Oleo de Pequi, que recebeu o 6leo de pequi (1 m1/100g de peso do
animal), ap6s o desmame os filhotes foram submetidos a testes comportamentais: Campo aberto,
labirinto em cruz elevado e teste claro e escuro. Os resultados demonstraram efeitos positivos do
pequi sobre os parametros analisados. No Teste de Campo Aberto os animais do grupo pequi
apresentaram diferengas significativas em relacdo ao controle sobre os parametros (rearing,
grooming, ambulagdo). No Teste do Labirinto em Cruz Elevada os animais do grupo pequi
apresentaram maior nimero de entradas e tempo de permanéncia nos bracos abertos. No teste do
Claro-Escuro os animais do grupo pequi também apresentaram maior nimero de entradas e tempo
de permanéncia no claro. Desse modo pode-se observar o efeito ansiolitico da suplementacdo de
6leo de pequi durante a gestacdo e lactacdo. Tal efeito pode estar associado aos niveis de dcidos
graxos poliinsaturados presentes nesse 6leo.

Palavras-chave: Ansiedade, Comportamento Animal, Caryocar brasiliense.



ABSTRACT

OLIVEIRA, M.L.A. EVALUATION OF ANSIOLITIC PARAMETERS IN ROLLER
(WISTAR) SUPPLEMENTATION WITH PEQUI OIL DURING GASTATION AND
LACTATION. 2019. 41f. Course Completion Work (Graduation in Nutrition) - Federal
University of Campina Grande, Cuité, 2019.

The pequi tree (Caryocar brasiliense Camb) is a plant widely distributed throughout Brazil. The
oil extracted from its fruit is composed of a high content of liposoluble vitamins, saturated and
polyunsaturated fatty acids, as well as high concentrations of carotenoids and phenolic acids,
responsible for its antioxidant action. Studies have already proven that maternal supplementation
with polyunsaturated fatty acids has a positive effect on maturation and development of the
Nervous System of fetuses. The present work aimed to evaluate the impact on anxiety behavior of
offspring supplemented with pequi oil during gestation and lactation. Twelve primitive Wistar rats
aged between 90 and 120 days were used to obtain the newborns, separated into two groups:
Control Group, which received distilled water, and the Pequi Oil group, which received pequi oil
(1 ml / 100 g of weight of the animal), after weaning the pups were submitted to behavioral tests:
Open field, high cross labyrinth and light and dark test. The results showed positive effects of
pequi on the analyzed parameters. In the Open Field Test the animals of the pequi group presented
significant differences in relation to the control over the parameters (rearing, grooming,
ambulation). In the Elevated Cross Labyrinth Test, animals from the pequi group presented higher
number of entries and length of stay in the open arms. In the Light-Dark test the animals of the
pequi group also presented higher number of entries and length of stay in the clearing. Thus, the
anxiolytic effect of pequi oil supplementation during gestation and lactation can be observed.
Such an effect may be associated with the levels of polyunsaturated fatty acids present in this oil.

Key words: Anxiety, Animal Behavior, Caryocar brasiliense.
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1. INTRODUCAO

Durante a gravidez, hd a ocorréncia de alteracdes anatdmicas, fisioldgicas e psicoldgicas,
sendo elas essenciais para a regulacdo do metabolismo materno, e crescimento fetal preparando o
corpo para o trabalho de parto e lactacdo (ACCIOLY; SANDERS; LACERDA, 2009).

Levando em consideracao a crenca de muitas sociedades, que o estado psicoldgico que se
encontra a mae durante a gravidez, € capaz de afetar o feto, o transtorno de ansiedade € tido como
um dos fatores de risco no desenvolvimento da gestacdo, visto que pode afetar o feto e estd
associado a resultados neonatais negativos, tais como prematuridade, baixo peso ao nascer,
menores escores de Apgar e déficit de desenvolvimento fetal, causando ainda efeitos prolongados
no desenvolvimento fisico e psicoldgico da crianca (BETTS et al, 2013) e complicacdes

obstétricas, como sangramento vaginal e aumento do risco de aborto (GIARDINELLI et al , 2008)

Muito tem se discutido sobre o impacto da nutricio no periodo pré-natal para o
desenvolvimento cognitivo da prole. Ao longo do periodo fetal e neonatal todo o nutriente tem sua
importancia para que se consiga alcangar o crescimento adequado, em especial, as vitaminas do
complexo B e dcidos graxos poliinsaturados de cadeia longa (LC-PUFAs). Estudos mostram que a
nutricdo materna insuficiente causa prejuizos no desenvolvimento do cérebro do feto, interferindo
na proliferacdo e maturacdo das células, e reduzindo a producdo de fatores de crescimento,
podendo, desta maneira, causar efeitos em longo prazo na fun¢do e estrutura cerebral do feto.
(CATENA; MUNOZ-MACHICAO; TORRES-ESPINOLA, 2016).

A busca por produtos de origem vegetal na forma de alimentos funcionais vem
aumentando cada vez mais no mundo inteiro, sendo estd uma realidade maior nos paises
desenvolvidos. Entretanto, apesar de muitos destes produtos apresentarem grande eficdcia como
recuso terapéutico para a populagdo, o seu uso de forma indiscriminada, sem orientacdo médica e
sem o entendimento sobre os seus efeitos adversos, pode trazer riscos a saide de seus usudrios
(NICOLETTT et al., 2007).

O pequizeiro (Caryocar brasiliense Camb.), pertencente a familia (Caryocaraceae) é uma
arvore abundantemente distribuida no territério brasileiro, com maior incidéncia no Cerrado do
Centro-Oeste brasileiro. O 6leo extraido do seu fruto possui um alto teor de vitaminas
lipossoliveis e d4cidos graxos saturados e poliinsaturados. Possui altas concentracdes de
carotenoides e dcidos fendlicos, sendo estes responsdveis por sua acdo antioxidante. Entretanto,
por mais que o 4cido oleico seja o principal componente, os seus dcidos graxos estdo presentes

basicamente na forma de dcido graxo palmitico (Econ Bot, 1995).
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O presente estudo teve o carater experimental e buscou investigar os possiveis efeitos do
0leo de pequi sobre os parametros de ansiedade da prole de ratas suplementadas com o0 mesmo
durante a gestacdo e lactacdo. Desta forma, sendo comprovados beneficios nutracéuticos para o
6leo de pequi, estes poderdo incentivar novos estudos visando, no futuro, o desenvolvimento de

um novo produto como opg¢ao de alimento, para gestantes e nutrizes.

2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

Avaliar o comportamento de ansiedade em prole de ratas Wistar suplementadas com 6leo

de pequi durante a gestacdo e lactacao.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Verificar o comportamento dos animais expostos a local aberto e elevado, por meio do
teste do Labirinto em Cruz Elevado;
Avaliar a atividade exploratdria dos animais no aparato do Campo Aberto

Investigar a reacdo dos animais submetidos a local com intensa ilumina¢do e o

comportamento exploratdrio espontaneo utilizando o aparelho de Claro-Escuro.

3. REFERENCIAL TEORICO

3.1 GESTACAO E LACTACAO

A fase gestacional é caracterizada por alteracdes organicas, com implanta¢cdes funcionais,
metabolicas, fisicas, emocionais, comportamentais e alimentares, sendo assim necessarias todas
essas alteracdes para que o organismo da gestante consiga controlar suas atividades. Nessa fase a
ocorréncia de ajustes fisiolégicos necessdrias para o desenvolvimento fetal. Durante esses ajustes
merece destaque as modificacdes do endométrio que dardo origem a placenta. A placenta pode ser
tida como um anexo fetal e é capaz de exercer uma posicao fundamental na gestacdo, a placenta
possui funcdo metabdlica, enddcrina, de trocas gasosas e de protecdo fetal. Sendo assim
responsaveis pela producdo de grande quantidade de estrogénio e progesterona, hormodnios
necessarios para o processo fisioldgico das fases iniciais da gestacdo (MANN et al., 2010).

Tal membrana tem a funcdo de fazer a troca de substancias entre mae e feto, funcionando
como barreira para algumas substincias, permitindo que substancias a atravessem. Com o passar
da gestacdo, a espessura da placenta, vai se reduzindo ficando menos seletiva. A placenta ndo é

apenas responsdvel pelo transporte de nutrientes, mas também sintetiza alguns nutrientes que
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podem servir como fonte de energia para o feto, como glicogénio, colesterol e dcidos graxos.
(CHEMIN; MURA 2014).

A lactagdo € a fase final do ciclo reprodutivo nos mamiferos e, para todas as espécies, 0
leite materno é de fundamental importancia para a sobrevivéncia durante o inicio da vida
extrauterina. Para os humanos, o leite materno, além de oferecer uma fonte de nutrientes
principalmente adaptado as condi¢des digestivas e metabdlicas do bebé, oferece ainda protecdo
contra microrganismos patologicos, favorece a criagdo de uma forte relacdo entre mae e filho,

reduzindo as chances do desenvolvimento de alergias. (ACCIOLY, 2009).

3.2 LIPIDEOS NA GESTACAO

Durante a gestacdo a forma como a mae se alimenta age de forma decisiva para que ocorra
o desenvolvimento apropriado dos filhos. Durante essa fase, a metaboliza¢do lipidica tem grande
importancia, de modo que o organismo materno apresenta um aumento inicial da lipogénese,
causando a elevacdo da gordura corporal com o objetivo de atender, a ampliacdo da atividade
lipolitica dos adipdcitos ao final da gestacdo. Com isso deve-se ter ateng¢do, pois 0 excesso ou
deficiéncia desses dcidos graxos pode gerar complicagdes inadequadas para os fetos (MENNITTI
et al., 2015).

Os 4cidos graxos poli-insaturados em especial os dcidos araquidonico, eicosapentaenoico e
o docosaexaenoico possuem grande importancia no periodo gestacional para os fetos. Estudos
com ratas tratadas com esse tipo de dcidos graxos poli-insaturados durante a gestacdo, mostram
que a quantidade de PUFA presente na membrana e a sua constituicio podem operar sinais para
que ocorra a maturacao e o desenvolvimento do Sistema Nervoso dos filhotes (MENNITTI et al.,

2015).

3.3 ACIDOS GRAXOS

Sao moléculas formadas por enormes cadeias hidro carbonadas e uma cadeia carboxila,
eles possuem fung¢des como fisioldgicas, das quais sdo moléculas fornecedoras de energia, sendo
armazenadas na forma de triglicerideos, sdo formados por ésteres de glicerol e ndo possuem carga
elétrica, sendo movidos por meio dos triglicerdis que sdo oxidados para atender as necessidades de
energia de uma célula ou corpo .Suas cadeias carbonicas podem ser formadas por 14 a 24 pares de
atomos de carbono sendo mais comum os de 16 e 18 carbonos, podendo ser da classe dos
saturados ou possuir mais de uma instauragdo, ao que tudo indica as propriedades fisicas dos

dcidos graxos irdo depender da existéncia ou ndo de insaturacdes na cadeia de hidrocarboneto

(MARZZOCO; TORRES, 1999).
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3.4 OMEGA 3 E OMEGA 6

Os 4cidos graxos poli-insaturados compreendem os 4cidos graxos Omega-3 e dmega-6
geralmente estdo presentes em maior frequéncia em Oleos de peixe e em algumas plantas, sdo
formados por: acido docosaexaenoico (DHA) e é&cido eicosapentaenoico (EPA), de origem
marinha e alfa linolénico (ALA) de origem vegetal, possuem muitos efeitos em diferentes
aspectos fisiolégicos € no metabolismo, sendo relacionado a prevencdo do desenvolvimento de
doencas cardiovasculares, melhorando a funcdo autondmica, antiarritmico, diminuicdo da
agregacdo plaquetaria, onde ocorre a diminui¢do das chances de desenvolver aterosclerose, pode
ajudar na diminuicdo da pressdo arterial, melhora da funcdo endotelial. Omega 3 tem sido
apontado também como um dos principais dcidos graxos no desenvolvimento neonatal. As dcidos
linoleicas, y- linolénico e araquidonico formam o grupo dos acidos graxos Omega- 6 que se
destacam por serem precursores dos eicosanoides, como as prostaglandinas, leucotrienos,
prostaciclinas, tromboxanos e hidroxiacidos (HOLMAN, 1977).

Omega 6 ainda é de grande valor nos primeiros meses da vida. Fazendo—se componente de
estruturas celulares e percursores de mediadores inflamatdrios esses dcidos sdo muito importantes
mantendo em condigdes normais as membranas celulares e as fungdes cerebrais dos fetos.
(MARTIN et al., 2006).

No decorrer dos anos vdrias pesquisas t€ém examinado o valor os &dcidos graxos poli-
insaturados na alimentacdo de fetos tentando alcancar, com maior capacidade o desenvolvimento
neurolégico, sendo assim sendo encarados como essenciais para o Otimo desenvolvimento

cerebral e visual do neonato antes e depois do nascimento (Schmeits, et al, 1999).

3.5 OLEO DE PEQUI

Conhecida como pequizeiro (Caryocar brasiliense cambes) € uma espécie natural do
Brasil. Espécie de fruta oleaginosa, pertencente a familia Caryocaraceae, da qual a arvore € capaz
de alcancar 15 m de altura. Sua distribui¢do geografica compreende todo o territério do Brasil,
possuindo maior incidéncia no Cerrado (LIMA et al., 2007).

O ¢6leo do pequi € extraido da polpa, que tem como produto um o6leo de alta qualidade,
utilizado como alimento funcional, com a¢do medicamentosa. Apresenta um alto conteido de
compostos fendlicos e um alto potencial antioxidante, sendo rico em dcidos graxos do tipo oleicos
(w-3 e w-6) (Lima et al., 2007). O seu 6leo € extraido da polpa ou améndoa podendo ser utilizado
pela medicina popular como anti-inflamatério no tratamento de gripes, bronquites e infec¢des
bronco-pulmonares, podendo também ser utilizado em curativos de pequenos ferimentos e na
forma de compressas e massagens, nos casos de dores musculares e reumadticas, contusdes € em

massagens fitoterdpicas (ROESLER R, et al., 2008).
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Figura 1 - Oleo de pequi

Fonte: Autoria Prépria
3.6 TRANSTORNOS MENTAIS

Conhecidos por causarem alteracdes mentais de humor ou no comportamento, que afetam
o desenvolvimento de um sujeito em todos os seus momentos da vida, tanto na vida pessoal,
social, no trabalho, nos estudos, afetando o comportamento do sujeito e sua forma de aceitar ou
compreender certas situacdes as quais sdo submetidos. Sua causa ainda ndo € bem estabelecida,
porém acredita-se que podem ser causadas por pequenas lesdes fisiolégicas causando problemas
ao sujeito que o possui. Um dos principais fatores que se destaca como determinante para o
processo satde-doenca de um individuo é a alimentacdo. O consumo inadequado de um certo

micronutriente ou macronutriente pode causar efeitos nocivos sobre a saide (SCHNORR, 2015).

3.7 ANSIEDADE

Trata-se de um comportamento além do normal por consequéncia do afastamento das
pessoas relacionadas a vivéncia ou a separacdo dos pais. Existem algumas caracteristicas que
determinam o diagndstico deste transtorno, constituidas pela presenga de sinais associadas a
emocoes intensas e a progressdo do desenvolvimento de sofrimento aumentado, devido a esse
afastamento, ou uma apreensao fora do normal que envolva perigo relacionado a alguém proximo
(APA, 2000; SUVEG; COLS, 2005).

Diante de situacdes que envolvam emocdes, uma pessoa pode reagir de trés formas
distintas a uma situacdo ameagadora como, por exemplo, raiva dirigida para fora, raiva dirigida
para si mesmo (depressdo) e ansiedade ou medo (McGAUCH et al., 1997).

A ansiedade eventual é uma reacdo normal da vida. Uma pessoa € capaz de se sentir
ansioso quando confrontado a problemas no trabalho, antes de fazer algum teste, ou entrevista de
emprego, ou quando se encontra na posicao de tomar uma decisdo importante. Ficando em uma

condi¢do de alerta esse individuo pode reagir de vdrias maneiras diferentes como com um
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comportamento de fulga, ou ataque a um agente estressor. Desse modo tal comportamento ainda
que seja aumentada por uma maior descarga de hormonios pode ser vista como normal se logo
depois disso o individuo retornar ao estado de equilibrio. Entretanto, esse estagio pode permanecer
envolvendo outros processos internos até a exaustdo, fazendo com que se desenvolva uma

patologia, como por exemplo os transtornos da ansiedade.

3.8 COMPORTAMENTO

Comportamento se caracteriza por ser a parte de um individuo na forma como ele se
relaciona com o ambiente, a analise deste em animais se faz de suma importincia para
contribuicdes na drea aplicada ao conhecimento do comportamento humano, para as
neurociéncias, para o manejo do meio ambiente e de recursos naturais, bem-estar do animal e para
colaborar com a educagdo de futuras geracoes de cientistas (SNOWDON, 1999).

Segundo Botomé (2013) torna-se dificil entender e examinar o conhecimento e as
tecnologias referentes ao comportamento humano sem considerar alguns aspectos histéricos,
sociais, cientificos e metodolégicos que tenham caracterizado a drea de conhecimento que estd na

sua origem: a Anédlise Experimental do Comportamento.

4. MATERIAL E METODOS/METODOLOGIA

Os animais utilizados na pesquisa foram obtidos a partir de ratas primiparas da linhagem
Wistar, provenientes do Biotério de criacdo da Universidade Federal de Campina Grande (UFCG)
do campus de Cuité/PB, com idade entre 90 e 120 dias e peso de 250 + 50 g. Foram utilizadas 12
fémeas para obtencdo dos neonatos, com relacdo ao acasalamento as fémeas foram colocadas em
gaiolas separadas, com um macho para cada fémea. Apds a confirmacdo da prenhez através de
esfregaco vaginal, as ratas foram alojadas em gaiolas-maternidade individuais de polipropileno
recobertas com maravalha, em condi¢des-padrio: temperatura de 22 + 1°C; obedecendo a um ciclo
claro-escuro de 12h, com o inicio da fase clara as 6h00; umidade de + 65%, recebendo dgua ad
libitum. A ragdo utilizada foi a LABINA®, a mesma foi pesada em quantidade suficiente para
cada animal, em um total de 30g/dia/animal de racdo, onde foi oferecido um quantitativo que foi
antecipadamente calculado para que a racdo fosse ofertada uma vez na semana (30g x n° de
animais por gaiola x 7dias). O rejeito, quantidade de ragdo ndo consumida pelos animais, também
foi feito uma vez por semana. Os animais foram pesados todos os dias durante todo o
experimento, antes da gavagem.

Os animais foram separados em 02 grupos: Grupo Controle, que recebeu dgua destilada 1
ml/100g de peso do animal e Grupo Oleo de Pequi, suplementado com o 6leo de pequi (1 ml/100g

de peso do animal). As maes, durante 42 dias, receberam suplementa¢ao didria (durante os 21 dias
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de gestacdo e os 21 dias de lactagdo), por meio de gavagem, com o auxilio de sonda nasogastrica,
sempre no mesmo hordrio, as 14h00.

Apd6s o desmame, que teve duracdo de 21 dias, a prole recebeu dieta comercial até o final
do experimento (LABINA®). As ninhadas foram padronizadas em 10 filhotes machos e fémeas
para que se evitasse que as maes rejeitassem os filhotes, mas apenas os filhotes machos foram
usados no experimento, com o desmame realizado aos 21 dias apds o periodo pos-natal. Os
animais, foram separados em Grupos Controle e Oleo de Pequi, o consumo de racfo foi realizado
2 vezes por semana, os filhotes foram mantidos sob as mesmas condicdes padrdo que as maes, 0s
testes tiveram inicio quando os animais atingiram os 35 dias de vida, com pesos de 220 +20g.

O presente trabalho foi submetido  aprovacio do Comité de Etica para uso de animais da
UFCG (CEUA) (protocolo de submissao em anexo). O experimento foi todo realizado no
Laboratério de Nutricdo Experimental (LANEX) da Universidade Federal de Campina Grande,
Campus Cuité-PB.

Com relacdo aos testes comportamentais, todos foram realizados no Laboratério de
Nutricdo Experimental (LANEX), quando a prole atingiu os 35 dias de vida, com intervalo de um
dia entre um teste e outro, esse intervalo foi necessario para o descanso dos animais e para que se
evitasse o estresse dos mesmos. O primeiro teste realizado foi o do campo aberto, e logo mais,
apo6s o intervalo de um dia, realizou-se o teste do labirinto em cruz elevada e por fim, o teste de
claro e escuro.

Ao final dos testes comportamentais, os animais foram eutandsiados sob a condicdo de

analgesia, com administracao de cloridrato de ketamina e cloridrato de xilasina, (1 ml/kg de peso).

4.1 TESTE DO CAMPO ABERTO

O aparelho do campo aberto consiste em uma arena quadrada medindo 60 x 60, com altura
e comprimento igualmente proporcionais, parte superior aberta com paredes e piso negro dividido
em 9 quadrados com demarcagdes em branco (com 7 cm de largura cada). O campo aberto é um
instrumento para testar comportamento de ansiedade e atividade exploratdria, a fim de verificar os
efeitos de ambientes ndo familiares sobre a emocionalidade em ratos (HALL, 1934;
SEIBENHENER & WOOTEN, 2015). Cada animal foi analisado individualmente durante 10
minutos.

Antes de iniciar os testes e ao final do mesmo, o aparelho foi higienizado com alcool 70%,
entre a troca de um animal e outro, o aparelho foi higienizado com dlcool a 10%. Nesse teste
foram analisados os parametros de rearing (quantas vezes o animal levantou usando as patas
dianteiras, a ambulacdo (quantas vezes o animal ficou em cada quadrado usando as quatro patas, o

grooming (autolimpeza) e a defecagdo.
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Figura 2 - Habituacdo e Campo Aberto
Fonte: Autoria Prépria

4.2 TESTE DO LABIRINTO EM CRUZ ELEVADA

Esse teste foi realizado utilizando um equipamento formado por quatro bragos, sendo dois
bragos abertos e dois bragos fechados, envolvidos por paredes laterais. Os bracos abertos sdao
dispostos uns aos outros formando assim uma cruz, e sdo elevados a 50 cm do chdo. Os bracos
abertos permitem que os animais percebam o precipicio e o espaco aberto, fazendo com que os
animais explorem mais os bracos fechados e evitem mais os bragcos abertos (CRUZ;
LANDEIRAFERNANDEZ, 2012). O teste foi realizado da seguinte forma, os animais foram

colocados no centro do equipamento, livres para explorar o aparato por 5 minutos, onde foi
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possivel serem observados: o niimero de entradas nos bragos abertos; o tempo de permanéncia do
animal nos bracos abertos; e a quantidade de mergulhos de cabeca feitos pelo animal, durante o

tempo de permanéncia no aparelho.

Figura 3 - Teste do Labirinto em Cruz Elevado

Fonte: Autoria Prépria

4.3 TESTE DO CLARO-ESCURO

O aparato para a realizacdo deste teste consiste em uma caixa dividida em dois lados
distintos: um lado branco, onde a luz penetra com facilidade e um lado preto onde a luz nao
consegue atravessar. A parede da caixa possui 27 cm de altura, 30 cm de largura e 30 cm de
comprimento. Esse teste tem como fundamento a aversao inata de roedores a locais claros, e como
se da a exploracdo desse animal ao novo ambiente em que foi exposto (PULTRINI et al., 2006
apud SOUTO-MAIOR et al., 2011). Roedores sdo animais noturnos, € t€tm uma tendéncia natural
a ficar mais tempo no lado escuro, pois os lugares de luz representam uma ameaca natural
(COSTA et al., 2016). Durante o experimento, cada animal foi colocado, individualmente, dentro
da caixa durante 5 minutos, analisando o nimero de entradas no compartimento claro e o tempo

de permanéncia neste compartimento.
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Figura 4 — Teste Claro-Escuro
Fonte: Autoria Prépria

4.4 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram analisados levando em consideracdo o nivel de significncia para
rejeicdo da hipétese nula de p<0,05. Para andlise dos resultados foi utilizado o teste T Student. O

tratamento estatistico foi realizado com o auxilio do software Graph Pad Prism, versao 7.00.
4.5 ASPECTOS ETICOS

O protocolo experimental seguiu as recomendacgdes €ticas do National Institute of Health
Bethesda (Bethesda, USA), levando em consideracdo o bem-estar dos animais no laboratério e
minimizando a0 maximo o sofrimento e o estresse destes durante os experimentos. Todos os
procedimentos experimentais foram previamente aprovados pelo Comité de FEtica em
Pesquisa/Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEP/CEUA) do Centro de Sadde e Tecnologia
Rural da UFCG, sob a certidao n°033-2018.
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5. RESULTADOS

5.1 TESTE DE CAMPO ABERTO

Com relacdo ao comportamento de ambulacdo da prole, nos segmentos do aparelho de
campo aberto, cujo resultado estd apresentado no grafico 1, foi percebido que houve uma
diferenca significativa na movimentacio dos animais do grupo Oleo de Pequi (87,38 + 3,489,
n=8), quando comparada ao grupo Controle (74,63 + 2,57, n=8), o que indica que o 6leo de Pequi

teve efeito positivo, sobre a reducao dos niveis de ansiedade.
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Grafico 1 - Efeito da suplementagdo com o dleo de pequi durante gestacdo e lactacdo de ratas, v.o., sobre a
ambulacdo da prole, no teste do Campo Aberto. Valores estdo expressos em média + e.p.m. (n=8). *p<0,05 vs
controle (Teste t de Student ndo pareado).

Fonte: Da pesquisa.

O grafico 2 apresenta os resultados obtidos sobre o comportamento de rearing dos
animais. Pode-se observar que o grupo Oleo de Pequi (68,38 + 4,075, n=8), levantou as patas
dianteiras num maior nimero de vezes, quando comparado ao grupo Controle (56,88 + 2,9, n==8),
o que pode indicar que o 6leo de Pequi, teve efeito positivo, sobre a reducdo dos niveis de

ansiedade da prole de ratas que foram suplementados, com 6leo de pequi, no parametro de rearing.
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Grafico 2 - Efeito da suplementagdo com o 6leo de pequi durante gestagdo e lactacdo de ratas, v.o., sobre o
comportamento de rearing da prole, no teste do Campo Aberto. Valores foram expressos em média + e.p.m. (n=8).
*p<0,05 vs controle (Teste t de Student ndo pareado)

Fonte: Da pesquisa.

Considerando os resultados apresentados no grafico 3 sobre o parametro de defecagdo, foi
possivel perceber um aumento, do nimero de bolos fecais expelidos pelos animais do grupo Oleo
de Pequi (3,5 £ 0,5976, n=8) em comparagao ao grupo Controle (1,125 + 0,5806, n=8), durante a

realizacdo do teste do campo aberto.
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Grafico 3 - Efeito da suplementacdo com o 6leo de pequi durante gestagdo e lactacdo de ratas, v.o., sobre o
comportamento de defecacdo da prole, no teste do Campo Aberto. Os valores foram expressos em média + e.p.m.
(n=8). *p<0,05 vs controle (Teste t de Student nio pareado).
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Fonte: Da pesquisa.

Os resultados obtidos sobre o pardmetro de grooming podem ser observados no grafico 4.
Percebe-se que ocorreu diferenga significativa no tempo de autolimpeza entre grupos analisados,
demonstrando que o grupo Oleo de Pequi gastou menos tempo em comportamento de autolimpeza
(14,37 £ 2,528, n=8) em relacdo ao grupo Controle (21,03 + 1,419, n=8), indicando que o 6leo de
pequi apresentou efeitos sobre a reduc@o dos niveis de ansiedade na prole, do grupo suplementado

com Oleo de pequi, no parametro grooming.
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Grafico 4 - Efeito da suplementacio com o 6leo de pequi durante gestacdo e lactagdo de ratas, v.o., sobre o
comportamento de grooming da prole, no teste do Campo Aberto. Valores expressos em média + e.p.m. (n=8).
*p<0,05 vs controle (Teste t de Student ndo pareado).

Fonte: Da pesquisa.

5.2 TESTE LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO

Com relacdo ao comportamento da prole no teste de labirinto em cruz elevada, ao que se refere
ao numero de entradas nos bragos abertos cujo resultado representado no grafico 5, pode- se
perceber que houve um aumento significativo no numero de entradas dos bracos abertos nos
animais do grupo do 6leo (Oleo de pequi = 10,25 + 1,346, n=8), de pequi quando comparado ao
grupo controle (10,25 + 1,346, n=8), mostrando que o 6leo de pequi apresentou reducao nos niveis

de ansiedade na prole de ratas suplementadas, com 6leo de pequi.
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Entradas nos Bracos Abertos
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Grifico 5 - Efeito do 6leo de pequi, v.0., sobre o nimero de entradas dos animais nos bracgos abertos,
durante o teste Labirinto em Cruz Elevado. Valores expressos em média + e.p.m. (n=8). * p<0,05 vs

controle (Teste t de Student ndo pareado).
Fonte: Da pesquisa.

Os resultados obtidos sobre o tempo de permanéncia da prole nos bracos abertos podem
ser observados no grafico 6, onde foi percebido que ocorreu um aumento significativo no tempo
de permanéncia da prole, do grupo do 6leo de pequi nos bragos abertos (89 + 7,924, n=8), em
relacdo ao grupo Controle (67,38 + 5,886, n=8), o que indica que o pequi apresentou efeitos

positivos sobre a reducdo dos niveis de ansiedade na prole de ratas suplementadas com 6leo de

pequi.
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Tempo de Permanéncia nos Bracos Abertos
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Grafico 6 - Efeito do 6leo de pequi, v.0., sobre o tempo de permanéncia dos animais, nos bragos abertos, durante o
teste do Labirinto em Cruz Elevado.Valores expressos em média + e.p.m. (n=8). * p<0,05 vs controle (Teste t de
Student ndo pareado).

Fonte: Da pesquisa.

5.3 CLARO-ESCURO

Os resultados obtidos no teste claro-escuro com relagdo ao parametro do numero de entradas no
lado claro, podem ser observados no grafico 7. Foi percebido que ocorreu uma diferenca
significativa no nimero de entradas na drea iluminada entre grupos analisados, onde o grupo Oleo
de pequi (9,125 + 0,295, n=8), apresentou um maior nimero de entradas na drea iluminada,
quando comparado ao grupo controle (5,875 + 0,5489, n=8). O que indica que o 6leo de pequi
apresentou efeitos positivos sobre a redu¢do dos niveis de ansiedade na prole das ratas
suplementadas com 6leo de pequi.
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Grafico 7 - Efeito do 6leo de pequi, v.o., sobre nimero de entradas dos animais no compartimento claro, durante o
teste do claro-escuro. Valores expressos em média + e.p.m. (n=8). ***p<0,0001 vs controle (Teste t de Student ndo
pareado).

Fonte: Da pesquisa.

Considerado os resultados em relacdo aos parametros de permanéncia no lado claro ao
observados no grafico 8, pode-se perceber que houve aumento significativa com relagdo ao tempo
de permanéncia no claro no grupo do 6leo de pequi (90,89 + 8,326, n=9) quando comparado ao
grupo controle (67,6 = 4,976, n=10), o que nos leva a confirmar que o 6leo de pequi, apresentou
efeitos positivos sobre a reducao dos niveis de ansiedade na prole dos animais, do grupo do dleo

de pequi.
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Permanéncia no Claro
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Grafico 8 - Efeito do 6leo de pequi, v.0., sobre o tempo de permanéncia dos animais no compartimento claro, durante
o teste do claro-escuro. Valores expressos em média + e.p.m. (n=9). *p<0,05 vs controle (Teste t de Student nado
pareado).

Fonte: Da pesquisa.

6. DISCUSSAO

Na gestacdo e lactacdo o consumo de fontes de lipideos compreendendo &acidos graxos
essenciais, se torna essencial para que ocorra o bom desenvolvimento da prole. Valores adequados
de 4cidos graxos essenciais tais como alfa-linolénico, 4cido (n-3) e 4cido linoleico (n-6),
apresentam uma grande importancia na formacdo do sistema nervoso. Durante a gestacdo esses
lipideos sdo transportados para o feto por meio da placenta e apds a gestacdo, pela lactacao
(MELO et al, 2017, LAURIITZ, CARLSON, 2011; OAKS et al., 2017). Estudos ja
demonstraram que a nutri¢do materna no periodo inicial da vida em animais € um fator importante
para que ocorra um desenvolvimento adequado (MORGANE et al., 1993), e proteger a prole
contra ansiedade, durante o periodo pés-natal (SOARES et al., 2013).

O fruto do Caryocar brasiliense, conhecido popularmente como pequi, costuma ser
utilizado como ingrediente basico na preparacao de pratos regionais, sendo assim também usado
na drea de tecnologia na composigio de produtos e derivados, tais como pasta e 6leo (AREVALO-
PINEDO et al., 2010; MARIANO et al., 2009). A polpa do pequi possui alto valor nutricional,
compreendendo teores elevados de lipidios e fibras alimentares, como também compostos
fendlicos e carotenoides totais, superiores aos constatados em diversas frutas brasileiras (LIMA et
al., 2007; ROSSO; MERCADANTE, 2007).

O o6leo extraido da polpa é composto por um alto teor de vitaminas lipossoliveis. Além

disso, apresenta altas concentracdes de carotenoides e dcidos fendlicos, sendo dessa forma,
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responsaveis pela sua agdo antioxidante. Com relacdo a composicdo lipidica, sdo encontradas
quantidades considerdveis de 4cido graxo poliinsaturados (Linoleico e Linolénico), dcido graxo
monoinsaturado (Oleico), os 4cidos graxos saturados estdo presentes na forma de acido graxo
palmitico (AREVALO-PINEDO et al., 2010; MARIANO et al., 2009).

O perfil de 4cidos graxos, bem como a presengca de antioxidantes, no d6leo de pequi,
fundamentou a escolha desse alimento para testes com suplementagdo lipidicas na gestacdo e
lactagdo, de modo a investigar o impacto deste, na ansiedade da prole. Para tanto, foram realizados
com esses filhotes, os seguintes testes comportamentais, Habituagdo e Campo Aberto, Labirinto
em Cruz Elevado, e Claro e Escuro.

O aumento do nimero de rearing nos animais do grupo suplementado com o6leo de pequi, e
a menor atividade de grooming, também sugerem que o 6leo de pequi teve efeito ansiolitico na
prole. No tocante a defecacdo, esse parametro nao demonstrou um efeito ansiogénico do dleo,
contestando com os demais resultados, visto que, neste Gltimo houve aumento no nimero de bolos
fecais na prole suplementada com 6leo de pequi quando comparado com o grupo controle.

Os parametros associados a ansiedade e emocionalidade seriam a exploragdo da area
central do campo aberto e o nimero de bolos fecais eliminados (LEITE et al., 2008, HOCAYEN,
2017). Muitos pesquisadores consideram a defecacdo como uma medida de emocionalidade em
roedores, podendo ser usada para indicar os niveis de ansiedade no rato, em testes com duracio de
pouco tempo. Essa visdo tem sido corroborada por alguns, mas sua validade como medida distinta
de ansiedade tem sido questionada, devido ndo ser um pardmetro confidvel, visto que este,
depende de outros fatores como por exemplo a dltima refeicio (FOX et al.,, 2001, apud
ZIMCIKOVA, Eva et al, 2007).

Em estudos com ratas suplementadas com extrato dos frutos secos de buchinha-do-norte,
com objetivo de observar se o extrato dessa planta poderia influenciar no comportamento geral
dos animais por meio do teste de campo aberto. Ao verificar tal andlise foi possivel perceber que
houve alteragdes na locomocdo dos animais € no que se diz respeito a sua atividade exploratéria e
na ansiedade. Com relagdo aos dados obtidos no teste de campo aberto, indicaram que a
administracao de EBN resultou em diminuicdo da locomog¢ao dos animais do grupo experimental,
quando foram comparados com o grupo controle, onde houve o comprometimento motor dos
animais do grupo experimental, que impediu os animais de explorar o ambiente tanto quanto os do
grupo controle, tal resultado aponta um efeito ansiogénico da EBN (TATEM et al, 2014).
Resultado divergente ao do presente estudo, onde a prole de ratas suplementadas com 6leo de

pequi apresentou, aumento na atividade de ambulacdo, como também a sua exploragdo na area
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central do aparelho, o que indica que o 6leo de pequi apresentou, efeitos positivos sobre a redugdo
dos niveis de ansiedade da prole.

Com relacdo ao rearing, a suplementacio com EBN ndo resultou em alteracoes
significativas entre os grupos, levando a conclusdo de que as mudangas ocorridas no parametro de
locomocgdo dos animais que foram suplementados com EBN afetaram a exploracdo dos animais
em linha horizontal. Porém ndo afetaram a exploragdo dos animais em linha vertical (KALUEFF
et al., 2016). O que difere do estudo em questdo onde a prole de ratas suplementadas com 6leo de
pequi, apresentou uma maior atividade de rearing quando comparado com o grupo controle,
indicando que o 6leo de pequi apresentou efeito positivo sobre a reducdo dos niveis de ansiedade
na prole de ratas suplementadas, com este 6leo. Com relacdo ao parametro do tempo de grooming,
foi percebido que o grupo experimental apresentou um menor tempo de grooming quando
comparado com o grupo controle (KALUEFF et al., 2016). Resultado que se mostrou semelhante
ao do presente estudo, onde os animais do grupo experimental suplementados com 6leo de pequi,
apresentaram menor atividade de grooming quando comparado com o grupo controle, o que pode
estar associado a baixos niveis de ansiedade.

Em um estudo de cardter experimental animais suplementados com 6leo de Alecrim e
Petitgrain ndo apresentaram diferencas significativas nas atividades locomotoras dos animais,
resultados parecidos foram encontrados no estudo realizado por Machado et, al, 2009, apud
Arruda, 2014, demonstrando que doses de 1,10,100 e 300 ml/kg, administrados por via oral, do
extrato de alecrim ndo apresentaram diferencas significativas, em relagdo aos parametros de
ambulacdo do teste de campo aberto. Tais resultados diferem do presente estudo, onde a prole de
ratas suplementados com o6leo de pequi, apresentaram uma diferenca significativa, quando
comparado com o grupo controle, demonstrando assim uma boa atividade de locomocao quando
expostas a ambientes desconhecidos e um efeito ansiolitico nesses animais.

Em outro estudo realizado buscou-se avaliar o potencial ansiolitico do 6leo essencial de
Citrus Sinensis no teste de campo aberto, modelo este frequentemente usado na avaliacdo da
locomog¢do e comportamentos exploratérios dos animais, podendo ser utilizado ainda para se
analisar a emocionalidade desses (HALL, 1934; ARCHER, 1987; apud HOCAYEN, 2017). Nesse
estudo o 6leo essencial C. sinensis apresentou efeito do tipo ansiolitico nos animais expostos ao
teste de campo aberto, o que corrobora com o presente estudo em que o 6leo de pequi também
apresentou atividade ansiolitica sobre a prole.

Costa (2016), buscou avaliar se a ingestdo alimentar excessiva associada a suplementagao
de 6leo de cartamo em animais, e seu efeito sobre os parametros de ansiedade destes, utilizando

como parametro o teste do campo aberto. Apds a andlise dos resultados do teste do campo aberto,
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percebeu—se que, ambos os grupos ndo presentaram diferencas significativas dentre os parametros
analisados, resultado esse semelhante ao estudo de Rachetti et al., 2013, em que nio houve
diferenca significativa na emocionalidade e na atividade exploratéria dos animais, utilizando outra
fonte de 4cido graxo poli-insaturado, constado pela a avaliacdo da locomocdo dos animais nos
testes de campo aberto e teste do labirinto em cruz elevada. O que difere do presente estudo, no
qual a prole de ratas suplementadas com O6leo de pequi, apresentaram aumento da atividade
exploratdria, € um maior nimero de entradas e tempo de permanéncia nos bragos abertos, o que
indica que o 6leo de pequi, apresentou efeito positivo sobre a redugcdo dos niveis de ansiedade dos
animais.

No presente estudo os animais suplementados com 6leo de pequi, apresentaram maior
tempo, € um maior nimero de entradas nos bragos abertos quando comparado com o grupo
controle, indicando que o pequi apresentou efeito ansiolitico nos niveis de ansiedade dos animais
suplementados com este 6leo.

Corroborando com nosso estudo, Qazi, Khan e Rizwani, 2015 observaram que o 6leo de
cartamo apresentou agdo ansiolitica significativa no teste de labirinto e cruz elevada, pois, os
animais apresentaram maior nimero de entradas e tempo de permanéncia nos bracos abertos.
Curiosamente, em outro estudo, animais suplementados com 6leo de cartamo associado a uma
dieta hipercaldrica, apresentaram um menor nimero de entradas, e um menor tempo de
permanéncia nos bracos abertos, resultados estes obtidos no teste do labirinto em cruz elevado e
comparados com o grupo controle. O que pode indicar que o efeito do 6leo de cartamo pode sofrer
interferéncia do estado nutricional dos ratos (COSTA, 2016).

Resultados semelhantes ao do presente estudo, foram encontrados por Hecayen (2017),
que suplementou animais com O6leo essencial de laranja, por via inalatdria, utilizando
concentragdes diferentes. Foi realizado o Teste do Labirinto em Cruz Elevado (EPN), no qual o
grupo que recebeu 6leo essencial de laranja 5%, apresentou um aumento significativo do nimero
de entradas e tempo de permanéncia nos bracos abertos em relacdo ao grupo controle.

Marques (2018) obteve resultados que diferem do presente estudo. Ao suplementar
camundongos com Oleo de abacate, buscou analisar as funcdes cognitivas, motoras e ansioliticas
dos animais e os possiveis efeitos da suplementacao de 6leo de abacate, no teste do labirinto em
cruz elevada. Apds a andlise dos resultados desse teste, 0os animais ndo apresentaram diferencas
significativas, com relacdo aos parametros de tempo de permanéncia e nimero de entradas nos
bragos abertos. O mesmo ocorreu na pesquisa realizada por Ross et al. (2016), que observou um
efeito contrario, ao analisar a ansiedade por meio do labirinto em cruz elevado (EPN), depois da

suplementacgdo dietética com dmega 3, ndo observando efeito sobre os parametros ansiogé€nicos.
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Em uma outra pesquisa utilizando a administracdo de 4cido palmitico, foi percebido que esse
acido foi capaz de aumentar os efeitos ansiogénicos em ratos submetidos ao teste de EPN. (Moon
et al., 2014). O que difere do estudo em questao visto que os acidos graxos saturados presentes no
6leo de pequi, em maior concentragdo € o dcido palmitico, e nesse estudo os animais suplementados
com o 6leo de pequi apresentaram reducio nos niveis de ansiedade no aparelho de EPM.

O teste claro-escuro busca avaliar a aversdo inata dos roedores a locais claros, e verificar o
comportamento exploratério desses animais quando expostos a ambientes claros (Pultrini et al.,
2006). No presente estudo ratos que foram suplementados com 6leo de pequi, apresentaram maior
tempo de exploracdo no lado claro, e também um maior nimero de entradas no claro, quando
comparado com o grupo controle, o que nos leva a supor que o 6leo de pequi teve efeito
ansiolitico sobre os parametros de ansiedade da prole.

Corroborando com o presente estudo, Hocayen (2017) utilizou o modelo da caixa claro-
escuro em camundongos submetidos a inalacdo de 6leo essencial de Citrus Sinensis apresentando
um aumento significativo do tempo de permanéncia no lado claro, mas por outro lado, o dleo
essencial de Citrus Sinensis ndo alterou a laténcia para o primeiro cruzamento nem o nimero total
de cruzamentos. Os dados deste experimento fortalecem, a hipétese do efeito ansiolitico do 6leo
essencial de Citrus Sinensis, o qual também pode ser atribuido ao presente estudo, indicando o
efeito do 6leo de pequi sobre a reducao dos niveis ansioliticos na prole de animais.

Em um estudo realizado utilizando Citrus latifolia (CL) ou Citrus reticulada (CR) em que
animais foram suplementados com doses de 0,25, 0,5 e 1,0g/kg ou a droga-padrdo diazepam na
dose de Img/kg, e submetidos ao teste do claro-escuro, obtendo-se o seguinte resultado, os
animais suplementados com CL mostrou efeito ansiolitico apenas na dose de 0,5g/kg, porém, CR
mostrou apenas uma tendéncia de atividade de locomocdo para o claro, na dose de 0,5g/kg, nos
trés parametros avaliados, o que pode - se observar que a maior e a menor dose utilizadas nio
apresentam efeitos. O dleo essencial na dose de 0,5/kg aumentou significativamente o tempo de
permanecia dos animais no lado claro e também aumentou o nimero de levantamentos, quando
comparado com o grupo controle, o nimero de transi¢do do compartimento claro para o escuro
nao foi alterado por qualquer dos tratamentos, ja o grupo que recebeu o Citrus reticulada, ndo
apresentou diferencas significativas nos parametros avaliados nem nenhuma das doses testadas,
mesmo tendo sido observado uma tendéncia no grupo suplementado com 0,5g/kg (GARGANO,
2017). O que difere do presente estudo no qual a prole de ratas suplementadas com 6leo de pequi,
com uma dose de 1ml/100g/peso do animal, apresentou um maior tempo de permanéncia e
nimero de entradas no lado claro, quando comparado com o grupo controle, indicando que houve

um efeito ansiolitico do 6leo de pequi sobre a prole de ratas suplementadas com este 6leo.
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Apés a apresentacdo dos resultados acima, foi possivel perceber que o dleo de pequi
apresentou um possivel efeito positivo sobre os parametros de ansiedade dos animais, submetidos
ao teste claro-escuro, sendo necessdrio mais estudos na drea com a utilizagdo deste modelo de
comportamento, para melhor avaliacdo dos efeitos desse teste, visto que a utilizacdo do mesmo &

muito escassa.
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7. CONCLUSAO

De acordo com a literatura podemos ressaltar que o 6leo de pequi, devido a sua composicao,
se torna uma Otima fonte alternativa de dcidos graxos monossaturados e insaturados, vitaminas
lipossoldveis, e compostos fendlicos. Quando suplementado durante a gestacdo e lactacdo, pode
ajudar na formacgdo do sistema nervoso, e proporcionar o melhor desenvolvimento da prole,
podendo estar relacionado ainda a possiveis efeitos na reducdo dos niveis de ansiedade, o que
pode ser observado através de testes comportamentais em animais.

Diante disso podemos conclui que, a suplementacdo com 6leo de pequi, teve efeito positivo
sobre o teste de campo aberto, melhorando a atividade exploratdria dos animais, diminui¢ao da
atividade de autolimpeza (rearing) e aumento da ambulacio. No teste do labirinto em cruz elevado
também houve melhora da atividade exploratéria nos animais, um maior nimero de entradas e
tempo de permanéncia dos animais nos bragos abertos, o que pode — se supor que o 6leo de pequi
teve efeito ansiolitico na prole. Com relacdo ao teste claro-escuro também efeito positivo na
exploracdo do lado claro e o aumento do nimero de entradas na drea iluminada podendo entdo
supor que o 6leo de pequi teve efeito positivo sobre os parametros ansioliticos da prole.

Esse trabalho é pioneiro em avaliar o efeito da suplementacdo de 6leo de pequi, na
gestacdo e lactacdo sobre parametros de ansiedade da prole, sendo necessirio a realiza¢do de
novos estudos, para comprovar o efeito ansiolitico do pequi, e a sua relacdo com a ansiedade, para
que futuramente, se desenvolva um produto a base desse 6leo, que possa ser utilizado por

gestantes e nutrizes.
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