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RESUMO

A ansiedade pode ocorrer em qualquer fase da vida, mas o nimero de casos em idosos
apresentou aumento. Como o0s antioxidantes ja foram capazes de reduzir processos
inflamatdrios e oxidativos, sdo considerados como uma alternativa para minimizar a ansiedade.
Esses compostos sdo encontrados em matrizes naturais, como a Terminalia catappa Linn.
conhecida por castanhola, uma planta medicinal fonte de compostos bioativos que ja promoveu
efeitos benéficos em modelos experimentais submetidos a processos inflamatérios. Logo,
objetivou-se avaliar os possiveis efeitos do consumo da farinha da castanhola no
comportamento de ansiedade, memoria e peroxidacdo lipidica no cérebro de ratos idosos
tratados com a farinha da castanhola por via orogastrica. Os animais foram divididos em 3
grupos: GC (Grupo Controle), que recebeu apenas agua destilada; F500 (Grupo administrado
diariamente com 500 mg da farinha da castanhola/kg de peso do animal) e F1000 (Grupo
administrado diariamente com 1000 mg de farinha da castanhola/kg de peso do animal). Apds
cinco semanas de administragdo, os animais foram submetidos aos testes comportamentais:
campo aberto, labirinto em cruz elevado e caixa claro/escuro para analise da ansiedade; teste
de campo aberto e water maze para a memoria. Por fim, foi realizada a eutanasia e o cérebro
foi removido para medir os niveis de malondialdeido. Os dados foram analisados utilizando
ANOVA one-way levando-se em consideracédo o nivel de significancia de p<0,05. A maior taxa
de locomog&o no campo aberto foi observada para os grupos F500 (104,2 cruzamentos) e F1000
(100,85 cruzamentos); o menor nimero de levantadas e comportamento de autolimpeza para
F1000: 5,6 e 23,12, respectivamente. O maior numero de entradas nos bracos abertos no
labirinto em cruz elevado foi obtido pelo F500 (4) e F1000 (4,2); 0 maior tempo na regido foi
obtido pelo F1000 (20,13 s); o maior nimero de mergulhos de cabeca pelo F500 (10,67). Na
caixa claro-escuro a maior permanéncia no lado claro da caixa foi registrada para o F500 (1,20
s) e F1000 (1,28 s). No teste de reconhecimento de objetos, a maior exploragéo do objeto novo
foi apresentada pelo F1000 (0,75) na memoria a curto prazo; e pelo F500 (0,72) e F1000 (0,74)
na memoria a longo prazo. Para os niveis e MDA, F500 (80,08 nmol/g) e F1000 (86,33 nmol/g)
apresentaram as menores concentragdes. O resultado do perfil de acidos graxos do cérebro
apresentou maior contetdo de AGMI para o F500 (28,88%) e de AGPI para o F1000 (13,50%).
Diante do exposto, observou-se que a farinha da castanhola nas duas dosagens suplementadas

(500 mg e 1000 mg) promoveu efeito ansiolitico, preservou a memaoria e minimizou 0 processo



de peroxidacéo lipidica no cérebro dos ratos idosos. Portanto, a castanhola poderia promover

beneficios na ansiedade e reducdo da memoria, alteragdes comuns no envelhecimento.

Palavras-chave: amendoeira-da-praia; ansiedade; flavonoides; perda de memoria; ratos.



ABSTRACT

Anxiety can occur at any stage of life, but the number of cases in the elderly has increased. As
antioxidants have already been able to reduce inflammatory and oxidative processes, they are
considered as an alternative to minimize anxiety. These compounds are found in natural
matrices such as Terminalia catappa Linn. known as castanhola, a medicinal plant source of
bioactive compounds that has already promoted beneficial effects in experimental models
subjected to inflammatory processes. Therefore, the objective was to evaluate the possible
effects of the consumption of castanhola flour on anxiety behavior, memory and lipid
peroxidation in the brain of elderly rats treated with castanhola flour by orogastric route. The
animals were divided into 3 groups: GC (Control Group), which received only distilled water;
F500 (Group administered daily with 500 mg of castanhola meal/kg of animal weight) and
F1000 (Group administered daily with 1000 mg of castanhola meal/kg of animal weight). After
five weeks of administration, the animals were submitted to behavioral tests: open field,
elevated plus maze and light/dark box for anxiety analysis; open field test and water maze for
memory. Finally, euthanasia was performed and the brain was removed to measure
malondialdehyde levels. Data were analyzed using one-way ANOVA taking into account a
significance level of p<0.05. The highest locomotion rate in the open field was observed for
groups F500 (104.2 crossings) and F1000 (100.85 crossings); the lowest number of lifts and
self-cleaning behavior for F1000: 5.6 and 23.12, respectively. The highest number of open arms
entries in the elevated plus maze was obtained by F500 (4) and F1000 (4.2); the longest time in
the region was obtained by the F1000 (20.13 s); the highest number of head dives by the F500
(10.67). In the light-dark box, the longest stay on the light side of the box was recorded for the
F500 (1.20 s) and F1000 (1.28 s). In the object recognition test, the greatest exploration of the
new object was presented by the F1000 (0.75) in short-term memory; and by F500 (0.72) and
F1000 (0.74) in long-term memory. For levels and MDA, F500 (80.08 nmol/g) and F1000
(86.33 nmol/g) showed the lowest concentrations. The result of the brain fatty acid profile
showed the highest MUFA content for F500 (28.88%) and PUFA for F1000 (13.50%). In view
of the above, it was observed that castanhola flour in the two supplemented doses (500 mg and
1000 mg) promoted anxiolytic effect, preserved memory and minimized the process of lipid
peroxidation in the brain of elderly rats. Therefore, castanhola could promote benefits in anxiety
and memory reduction, common changes in aging.

Keywords: beach almond; anxiety; flavonoids; memory loss; rats.
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1 INTRODUCAO

Nas ultimas décadas foi observado um aumento da expectativa de vida. Estima-se que
em 2050 havera dois bilhes de pessoas com mais de sessenta anos de idade nos paises em
desenvolvimento (MURRAY et al., 2002; ONU 2014). Entretanto, isso ndo indica que hd uma
melhora na qualidade dos anos vividos, pois € comum com o envelhecimento, ocorrer alteracfes
morfologicas, fisioldgicas e funcionais que podem comprometer a vida dos idosos (MACENA,;
HERMANO; COSTA 2018). A reducdo da memoria é um dos declinios cognitivos mais
comuns (PERITO; FORTUNATO, 2012) e acontece de modo mais acentuado em pacientes
ansiosos (ABDULRAB; HEUN, 2008).

A ansiedade € um disturbio psicologico e cada vez mais prevalente na populacdo idosa.
Normalmente, é tratada pela via medicamentosa (HOGE et al., 2020; SHAFIEE et al., 2018);
todavia, com a reducdo cognitiva ocorrida em idosos (MACENA; HERMANO; COSTA 2018),
torna-se dificil o manejo de medicamentos (MILLS; MACLURE, 2021). Além disso, como
nessa populacdo, ja € comum a polifarmécia (MILLS; MACLURE, 2021), seria interessante
buscar novas formas de intervir na prevencéo e/ou tratamento da ansiedade (HOGE et al., 2020;
SHAFIEE et al., 2018).

A dietoterapia € utilizada desde os tempos antigos para prevencdo ou tratamento de
patologias (JACKSON, 2015). As matrizes alimentares naturais sdo fontes de antioxidantes
(PICCIRILLO; AMARAL,; 2018), que poderiam ser uma alternativa para o tratamento da
ansiedade, visto que, esses compostos sdo capazes de reduzir espécies reativas de oxigénio,
minimizando o estresse oxidativo (DANESHZAD et al., 2020). Por isso, ha um interesse em
analisar o papel protetor de componentes bioativos presentes em Plantas Alimenticias ndo
Convencionais (PANC), especificamente, quanto a importancia do consumo dietético dessas
matrizes, considerando sua riqueza em flavonoides e outros compostos relacionados com a
prevencéo e/ou tratamento de inimeras doencas (RODRIGUEZ-MATEOS et al., 2014).

Dentre as inmeras PANCs encontradas, a Terminalia catappa Linn ou “castanhola” j&
exibiu diversas propriedades medicinais e possui agregado valor nutricional nas folhas,
améndoa e fruto (KATIKI et al., 2017; SOUZA et al., 2016). J& foi demonstrado que a
suplementacdo com folha e casca do caule da castanhola promoveu plasticidade neural e
supressdo da depressdo induzida em camundongos (CHANDRASEKHAR et al., 2017,
HIRSHLER; DORON; 2017).


https://www-sciencedirect.ez15.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0753332216322478#!
https://www-sciencedirect.ez15.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0924977X17304510#!

16

O fruto, por sua vez, ainda possui pouca aplicacdo (TEIXEIRA, 2010), mas ja
demonstrou potencial antioxidante e apresenta significativo conteldo de quercetina, rutina,
miricetina, &cido eldgico, antocianinas (MA et al., 2015; SEMWAL et al., 2016; SILVA et al.,
2020; SOUZA et al., 2016; UHIDA et al., 2014). Esses compostos ja foram capazes de
promover efeito ansiolitico (AGUIRRE-HERNANDEZ et al., 2016; GIRISH et al., 2013;
MEDINA et al., 1998) e minimizar o dano oxidativo ocorrido em ratos induzidos ao processo
de envelhecimento (SHAN et al., 2009). Apesar disso, até 0 momento, o fruto da castanhola,
ainda ndo foi investigado quanto ao seu possivel efeito ansiolitico em idosos. Desse modo, neste
estudo nos objetivamos avaliar as repercussées do consumo da Terminalia catappa Linn sobre

parametros de ansiedade, desempenho da memadria e estresse oxidativo em ratos idosos.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1  ENVELHECIMENTO E ALTERACOES FISIOLOGICAS E PATOLOGICAS EM
IDOSOS

A expectativa de vida cresceu em todo mundo estima-se que em 2050 havera 2 bilhdes
de idosos. Logo, como a longevidade tem ganhado destaque, € importante a valorizagdo do
envelhecimento saudavel de modo a propiciar uma melhor qualidade de vida e bem-estar a
populacdo idosa (SUZANA, 2005), visto que é uma fase que ocorrer alteracGes fisioldgicas,
morfologicas, funcionais, histologicas (CARDOSO et al., 2007; SANTOS; ANDRADE;
BUENO 2009).

Dentre essas modificacdes, a degeneracdo cerebral é uma das mais comuns e possui
fisiopatologia complexa, mas algumas teorias sdo discutidas: acimulo de erros nos acidos
nucleicos (RNA, DNA), falhas na programacao genética, etc. Apesar da complexidade da sua
etiologia, as alteragdes que ocorrem normalmente costumam envolver perda de células nervosas
e/lou retracdo neuronal, por conseguinte, surgem alteracdes nas sinapses. Assim, ha
modificacfes motoras; sensoriais; comportamentais/psicoldgicas, como a depressao que pode
ocorrer em conjunto com a ansiedade em idosos e cognitivas, como reducdo da memoria
(CARDOSO et al., 2007; SANTOS; ANDRADE; BUENO 2009).

Estima-se que 40% da populacdo idosa apresenta comprometimento da memdria
(MURMAN et al., 2015). A fisiopatologia dessa alteracdo é multifatorial, mas do ponto de vista
bioldgico, pode estar relacionada as irregularidades no metabolismo de calcio e colesterol e
baixa concentracdo de antioxidantes. De modo geral, o prejuizo na memdria ocorre em virtude
de danos ou reducdo de células neuronais no hipocampo (UNNI; PILLAI; SAJITHALULU
2021).

Logo, 0 comprometimento da memoria relaciona-se com redugdo de:
neurotransmissores, da expressao de receptores e dos niveis de fator neurotrofico derivado do
cérebro (BDNF), afetando desse modo, a plasticidade neural (UNNI; PILLAI; SAJITHALULU
2021). Além disso, a diminui¢do da memoria também foi mais acentuada em idosos acometidos
por problemas psicologicos, como a ansiedade (GRUT et al., 1993). Portanto, ha associacédo

entre 0 maior nimero de esquecimentos a sintomas de ansiedade (PAULO; YASSUDA 2010).
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2.2  ANSIEDADE

De acordo com dados da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) e da Organizacédo
Panamericana da Saude (OPAS), ha cerca de 1 bilhdo de pessoas com algum tipo de transtorno
mental e, mesmo assim, essa € uma area muito esquecida. Ainda, conforme a OMS, o Brasil
possui 18,6 milhGes de pessoas ansiosas, sendo enquadrado como o pais com a populacdo mais
ansiosa do mundo (QUEIROZ, 2021).

A ansiedade ocorre em todas as fases da vida, contudo, a sua prevaléncia em idosos tem
aumentado (SIRIN et al., 2021). Logo, esse disturbio psicolégico pode prejudicar, ainda mais,
a qualidade de vida dessa populacdo e comprometer sua independéncia (ANTUNES et al.,
2005), além de levar ao surgimento de outras condi¢des clinicas: depresséo, alteracdes cardiacas
e respiratorias (MACHADO; QUEVEDO 2016).

Segundo a Oxford University Press (2019), a defini¢do da ansiedade esta associada com
outros comportamentos, tais como nervosismo, preocupacéo e aflicdo. E uma condi¢do muito
comum e que possui multiplas causas, entretanto, ela difere da transitéria e normativa, por
apresentar carater persistente e afetar atividades diarias (STEIN; CRASKE, 2017; TAYLOR et
al., 2020).

Quando o sentimento de medo, desconforto e antecipacdo do perigo tornam-se comuns,
tem-se entdo, o disturbio. Caso ndo haja tratamento, pode evoluir e/ou apresentar-se de maneira
cronica. De modo geral, os sintomas incluem sudorese, formigamento, impressao de nd na
garganta, tonturas, palpitacdes. E estdo relacionados ao estresse, insdnia, e ameacgas corporais
(FRANCO, 2018). Por conseguinte, podem ocorrer repercussdes na saude e bem-estar, como o
surgimento de comorbidades. Entre elas, novos distirbios psiquiatricos, problemas renais e
cardiovasculares. De acordo com a psicologia, ela pode ser analisada do ponto de vista
comportamental ou cognitivo em contraposicao ao patolégico (COSTA et al., 2019; SIMPSON;
SAWATZY, 2020).

Vale destacar que, embora pessoas ansiosas, normalmente, sejam extremamente
medrosas; esse disturbio difere do medo por ser marcado por um sentimento de antecipacéao
exacerbado. Logo, os individuos tendem a responder a uma situacdo de forma desequilibrada e
com persisténcia, 0 que acaba interferindo em outras areas da vida (STEIN; CRASKE, 2017;
TAYLOR et al., 2020).

Dessa maneira, € importante observar a intensidade, gravidade, duragéo e frequéncia

dos sintomas, 0s quais surgem em detrimento de respostas inadequadas mediadas pelo sistema
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nervoso, mais precisamente, com ativagao do sistema nervoso simpatico. O hipotalamo libera
corticotrofina por meio da hipofise, aumentando dessa forma, o adrenocorticotrofico que, por
sua vez, estimula as glandulas adrenais a secretarem o cortisol (FRANCO, 2018).

A ansiedade reflete estimulos em diversas estruturas do organismo, principalmente na
amigdala, hipocampo e cortex pré-frontal. Sabe-se tambem, que a fisiopatologia desse distdrbio
esta relacionada com a modulacao de noradrenalina, serotonina, dopamina e com os horménios
do estresse (SILVEIRA, 2015). A amigdala e o hipocampo séo responsaveis pela regulacéo dos
neurdnios gque secretam a corticotrofina, portanto, controlam a resposta do eixo hipotalamo-
hipofise (pituitaria) — adrenal (ALVES, 2015). Dessa forma, quando exposto a uma situagéo
desconfortavel, o individuo apresenta uma hiperatividade da amigdala e reducéo da acéo do
hipocampo em controlar os hormoénios. Por conseguinte, surgirdo os sintomas caracteristicos
gue podem ter duracdo de dez a trinta minutos (FRANCO, 2018).

Desse modo, o transtorno de ansiedade € um problema de salde publica que ocasiona
reducdo do rendimento individual em atividades corriqueiramente realizadas. Apesar de
diversos tratamentos, algumas vezes, ndo ha progresso com 0S recursos terapéuticos
normalmente utilizados (STRAWN et al., 2015; STRAWN; LEVINE 2020).

Quando a ansiedade ndo é tratada ou ndo ha eficacia na terapia utilizada, podem surgir
alteracbes metabdlicas, obesidade, diabetes, aumento da gordura abdominal, elevacdo da
pressao arterial; doencas cardiovasculares, infarto agudo do miocardio e acidente vascular
cerebral; dificuldade de concentracgéo e de degluticdo; tensdo muscular; fadiga; dores de cabeca;
miccao frequente; reducdo da imunidade e até maior risco de suicidio (FERNANDES et al.,
2017; GUERRA, 2019).

Ademais, a ansiedade também se relaciona com a ativagdo da compulsdo alimentar
contribuindo para maior acumulo de gordura e, consequente, suscetibilidade ao
desenvolvimento da obesidade. Como também, os habitos alimentares inadequados, a exemplo
da ingestdo de altos teores de glicidios, lipideos e calorias podem favorecer a ocorréncia de
ansiedade. Possivelmente, porque esses alimentos alteram os marcadores inflamatdrios
(AROUCA et al., 2018; CHEN et al., 2020; KHAN; UDDIN 2020).

Resultados de alguns estudos mostram que a ansiedade pode ser minimizada através do
consumo de antioxidantes (DANESHZAD et al., 2020). Visto que essas substancias agem sobre
0 estresse oxidativo, processo relacionado com patologias neuropsiquiatricas. Desse modo, a
capacidade antioxidante total da dieta relaciona-se de forma inversa com a ansiedade
(FARHADNEJAD et al., 2020).
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2.3  ANTIOXIDANTES

Os radicais livres sdo gerados no n0sso corpo como um mecanismo natural, entretanto,
0 excesso na sua producdo afeta a homeostase corporal. Diante disso, 0 estresse oxidativo
caracteriza-se pelo aumento do numero de radicais livres, ou ainda, & diminuicdo da
concentracdo de antioxidantes, interferindo na estabilidade das moléculas pré-oxidantes e
antioxidantes (MOSCA et al., 2017; SOBRINHO et al., 2020). Além do que, 0 estresse
oxidativo pode ocasionar danos as células do organismo, pois, atua agredindo o DNA, as
membranas e proteinas. E, portanto, altera o funcionamento normal do corpo levando ao
surgimento de diversas patologias (TURECK et al., 2017). Dessa forma, os antioxidantes
desempenham papel fundamental no processo de neutralizacdo do efeito dos radicais livres,
garantindo maior estabilidade e prevencédo de doencas (MOSCA et al., 2017).

Os antioxidantes podem ser classificados em primarios, quando eles sdo doadores de
elétrons ou hidrogénio aos radicais livres e sdo responsaveis pela estabilizacdo, pois interferem
nas reacdes oxidativas. Ha também os secundarios que realizam a decomposicdo de
hidroperoxidos e, por conseguinte, minimizam a oxidacdo (DERNARDIN et al., 2015).
Apresentam estrutura quimica muito variavel o que promove diversidade em sua atividade
bioldgica. Logo, podem ter diferentes mecanismos de acéo e efeitos fisioldgicos; mas, de forma
geral, sdo capazes de manter o equilibrio redox celular (BARBOSA; FERNANDES, 2014).
Também podem ser classificados em antioxidantes sintéticos e naturais, aqueles apresentam
maior estabilidade, entretanto, podem ocasionar prejuizo a satde do consumidor (TIVERON,
2010).

Considerando as lesdes que podem ocorrer no organismo, é de extrema importancia a
existéncia dos sistemas enzimaticos antioxidantes. Logo, as enzimas catalase, ascorbato
peroxidase, superoxido dismutase e glutationa atuam na prevencao desses processos oxidativos;
entretanto, elas ndo evitam a formacao de novos radicais (MITRA et al., 2019). Dessa maneira,
é imprescindivel obter antioxidantes através da alimentacdo que é utilizada para fins
terapéuticos desde a antiguidade (PICCIRILLO; AMARAL, 2018). Tais compostos podem ter
carater de agente redutor e quelante de metais e atuam, ainda, na desativagdo do oxigénio
singleto e como sequestrador de radicais livres (WANNEE; LUCHAI 2020; WANI et al.,
2020). Contudo, para prevencdo de doencas referentes ao estresse oxidativo, 0s compostos
bioativos devem estar presentes em quantidades expressivas na alimentacdo (MAIA, 2020),

para que consigam, entdo, repercutir efeitos na modulacdo do metabolismo de homens e animais
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(DIAS, 2017). Diante do exposto e considerando os possiveis maleficios dos antioxidantes
sintéticos, surge o interesse de analisar o papel dos antioxidantes obtidos das fontes naturais
(TIVERON 2010).

2.4  PAPEL DOS ANTIOXIDANTES NA ANSIEDADE

Os disturbios emocionais quando se apresentam de forma crbnica podem afetar a
homeostase corporal e, por conseguinte, o sistema antioxidante (DING et al., 2014). Dentre 0s
distdrbios, ha a ansiedade que € considerada uma doenca caracterizada por diferentes fatores e
particularidades. Mas, normalmente, envolve uma resposta a um estimulo estranho que gera um
comportamento de medo e preocupacdo (GONCALVES et al., 2020).

E importante buscar medidas de intervir na ansiedade, pois ela afeta aspectos cognitivos,
comprometendo a meméria (FERNANDES et al., 2018). Dentre as alternativas, ja foi destacado
o0 papel de uma dieta rica em antioxidantes para prevencao de doencas induzidas pela ansiedade
oxidativa. Entretanto, como a suplementacdo com antioxidantes ndo é muito eficaz, de acordo
com a Organizacdo Mundial da Salde, ¢ interessante estudar os antioxidantes naturais; ja que,
além desses fatores, eles sdo ainda, responsaveis por conservar as propriedades sensoriais e
guimicas dos alimentos (FERRERA et al., 2016).

De acordo com Gongcalves et al. (2020), os farmacos utilizados para o tratamento de
ansiedade podem apresentar efeitos colaterais. Assim sendo, é crucial descobrir novos
ansioliticos e, de acordo com esses pesquisadores, substancias antioxidantes possuem efeitos
guelantes de metais e potencial para a reducdo da ansiedade, visto que atuam sobre 0 sistema
serotoninérgico.

Antioxidantes, a exemplo da melatonina, vitamina C e vitamina E sdo substancias
terapéuticas no que diz respeito as doencas neurodegenerativas. Apresentam potencial
ansiolitico, reduzindo o estresse oxidativo e neuro-inflamagdo em ratos, portanto,
demonstraram potencial antioxidante e anti-inflamatério (CUI; CHE; WANG 2020). Notou-se
também, efeito de restauracdo da atividade de enzimas antioxidantes e atenuacdo da
peroxidacado lipidica (KHOSHNAZAR et al., 2019). Ainda, no estudo de Fraga et al. (2018)
foi avaliado o efeito ansiolitico de antioxidantes, foi observado que administragdo de 1, 3 e 10
mg/kg/peso animal de acido ascorbico agiu como modulador do sistema glutamatérgico,

reduzindo a ansiedade em camundongos. Diante disso, 0s antioxidantes que estdo presentes
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naturalmente em vegetais e frutos, podem atuar em complicagdes relacionadas aos distdrbios
psicologicos (DANESHZAD et al., 2020; MILAJERDI et al., 2019).

2.5 FRUTAS E COMPOSTOS BIOATIVOS ANTIOXIDANTES

As frutas sdo matrizes ricas em compostos bioativos, contudo, o potencial antioxidante
delas, dependera da sua composicdo variando conforme suas vitaminas e compostos fendlicos.
Resultados de estudos recentes mostraram que o expressivo consumo de frutas pode minimizar
a ocorréncia de doencas neurodegenerativas, pois 0s seus compostos possuem atividade anti-
inflamatéria e atuam contra a oxidacdo (LIU; WANG; WANG, 2018; VERRUCK;
PRUDENCIO; SILVEIRA, 2018).

Dentre 0s compostos bioativos encontrados em frutas, ha o grupo de flavonoides, a
exemplo das antocianinas, que é o segundo pigmento de origem vegetal mais importante, possuli
rico valor nutricional e demonstra atividades antioxidantes, antimicrobianas, anti-inflamatérias
e de protecdo neural (OLIVEIRA, 2014; QIN, et al., 2020). As antocianinas sd0 compostos
bioativos ou fitoquimicos que apresentam hidrossolubilidade. Sua coloracdo varia de acordo
com o pH e a atividade bioldgica desempenhada também sofrera alteracdes em virtude da
complexidade de interagdes quimicas (PERUZZO, 2014; VERRUCK; PRUDENCIO;
SILVEIRA, 2018). Estes compostos apresentam estrutura quimica de glicosideo (ligadas a uma
porcao de acgucar) de antocianidinas. Agem como pigmentos naturais e sao muito estudados,
devido suas propriedades que conferem beneficios a saide (LAMA et al., 2020; OLIVEIRA,
2014). S&o encontradas em frutas de cor escura, como morangos, uvas roxas e mirtilos (GUO
et al., 2020).

As antocianinas tém potencial para serem utilizadas de diversas formas em tecnologia
de alimentos. Podem ser incorporadas como aditivos e corantes em produtos no processo de
fabricacdo para proporcionar maior atividade antioxidante (ANUYAHONG,; CHUSAK;
ADISAKWATTANA, 2020). Ainda, podem ser adicionadas na elaboracdo de filmes de
embalagens ativas e inteligentes e ser indicativo de deterioracdo de alimentos (ETXABIDE et
al., 2017; YONG, et al., 2019).

Outro composto bioativo encontrado em frutos € a vitamina C que apresenta carater
hidrossoltvel, sendo o acido L-ascorbico sua forma mais biologicamente ativa (OLIVEIRA et

al., 2014). Quando esta na sua forma oxidada é conhecido por acido deidroascorbico e acido
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ascoérbico quando reduzida. Este ultimo pode doar e receber elétrons, tornando importante o seu
papel no sistema de defesa antioxidante. Além disso, atua na reciclagem da vitamina E, outro
composto capaz de minimizar a oxidacdo (FERREIRA et al., 2015). Ademais, esse composto
bioativo protege as células de peroxidacdo lipidica, proteica, evita danos ao DNA e RNA
(HUANG et al., 2020).

Apesar de todos esses beneficios, a vitamina C néo é sintetiza pelo organismo humano
(PENTEADO, 2003). Logo, é imprescindivel obté-la através de fontes alimentares, como frutas
que sdo conhecidas por ofertar significativos niveis desse composto (HOEHNE; MARMITT;
2020). As antocianinas e a vitamina C estéo presentes na Terminalia catappa Linn que é alvo
de diversas pesquisas (PRAVEENA et al., 2014; RAPHAEL et al., 2019; RIE; AKIKO, 2018;
DOS SANTOS et al., 2019). Entretanto, apesar das propriedades ja registradas na literatura, é
de suma importancia o desenvolvimento de novos estudos para abordar o potencial antioxidante
in vivo e in vitro desta fruta, buscando demonstrar os beneficios que uma fonte natural pode

desempenhar no organismo humano e animal (MARQUES et al., 2012).

2.6 PLANTAS ALIMENTICIAS NAO CONVENCIONAIS (PANCs)

O estilo de vida vem mudando e, cada vez mais, alimentacdo saudavel faz parte da rotina
da populacdo. Por conseguinte, é de suma importancia o desenvolvimento de alternativas para
estimular esses habitos. Diante disto, em 2008 foi criado a terminologia para PANC (plantas
alimenticias ndo convencionais) para caracterizar todas as plantas que dispem de alguma ou
diversas partes comestiveis (KELEN et al., 2015; LIBERATO; LIMA; SILVA, 2019).

O consumo de plantas acontece desde a pré-histéria e representa uma forma de
desenvolvimento da economia rural e local. As PANC ja foram muito utilizadas, mas devido a
modernizacdo da agricultura e conhecimento empirico ndo difundido elas sdo, ainda, pouco
consumidas (BARREIRA et al., 2015; BEZERRA et al., 2017).

Dessa maneira, embora seu consumo como alimento possa ser negligenciado, é
importante ressaltar que o Brasil possui uma rica biodiversidade. Logo, essas plantas podem
ser cultivadas em todas as regides do pais, pois apresentam grande potencial adaptativo.
Outrossim, ndo necessitam advir diretamente do cultivo, podem ser mantidas e manejadas, a
depender de cada tipo de solo (TERRA; VIERA 2019; TULER; PEIXOTO; SILVA, 2019).
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As PANC sdo vegetais nutritivos que apresentam significativa funcionalidade.
Entretanto, muitas vezes, ndo sdo incluidos na alimenta¢do humana, em virtude da escassez de
informacdes a respeito de suas propriedades. Por isso, € importante dar atencdo ao estudo dessas
plantas que possuem potencial valor nutritivo, cultural e econémico (TERRA; VIERA, 2019;
OLIVEIRA SAMPAIO et al., 2019), pois ja foram capazes de promover redu¢do da ansiedade
e da neurodegeneracdo em ratos (LEE et al., 2013).

Diante do exposto, € valido ressaltar a utilizacdo de plantas como alimento, que
costumavam ser aplicadas para o tratamento de diversas patologias humanas, por ser fonte de
compostos bioativos. Logo, podem ofertar minerais, vitaminas, compostos fendlicos,
carotenoides, lipideos, carboidratos e proteinas com diversos beneficios nutricionais
(ENRIQUEZ-OCHOA et al., 2020; GONGCALVES et al., 2020).

2.6.1 Terminalia catappa Linn

O Brasil possui uma rica biodiversidade o que favorece o cultivo de frutas, entretanto,
ha inimeras espécies existentes que ndo sdo utilizadas, apesar de que poderiam contribuir para
o desenvolvimento local e econdmico. Além disso, dispdem de um significativo valor
nutricional, pois apresentam em sua matriz compostos fendlicos, minerais, vitaminas, fibras e
carotenoides (SCHIASSI et al., 2018).

Entre as espécies subexploradas, tem-se a Terminalia catappa (Figura 1) pertencente a
familia Combretaceae, tipica de regides tropicais e subtropicais e € utilizada na zona urbana
para arborizar ambientes. Embora seu pais de origem seja a india, chegou & América do Sul
com propositos de reflorestamento e, atualmente, € comum na regido do litoral brasileiro. O seu
tronco pode ter formato reto ou torto, podendo variar de 25 a 45 m de altura e 50 a 150 cm de
diametro (KATIKI et al., 2017; MARQUES et al., 2012). No Brasil, a frutificacdo ocorre
costumeiramente entre os meses de novembro a margo (SANTOS et al., 2008).

Pode ser conhecida por vérias denominagfes como: amendoeira, cuca, guarda sol,
castanheira da india, chapéu-de-Sol, amendoeira-da-praia e da india; sendo mais conhecida, no
Brasil, por “castanhola”. E uma arvore que se adapta e se propaga facilmente, resistindo as
condigdes salinas e ventos fortes (KATIKI et al., 2017; SILVA et al., 2015; SOUZA et al.,
2016).
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Figura 1- Terminalia catappa Linn (castanhola)

Fonte: Proprio autor (2020).

O fruto engloba trés componentes: exocarpo ou epicarpo (parte externa); mesocarpo
(polpa) e o caroco (corresponde a améndoa) encontrada no endocarpo. Possui formato redondo,
achatado e apresenta varia¢fes de coloragdo dependendo do estadgio de maturagdo: verde
guando imaturo, na fase intermediaria demonstra cor amarelada; e, maduro expe cor que varia
de vermelho a roxo (ABDULKADIR, 2015; DOS SANTOS et al., 2019). Ademais, o fruto
possui em sua composi¢do, contetdo de fendlicos, vitaminas, taninos, saponinas, fitoesterais,
alcaloides, triterpenos e glicosideos esteroidais (YAKUBU et al., 2020) e a améndoa é rica em
fibras e &cidos graxos insaturados . Dessa forma, sdo associadas a diversos efeitos benéficos a
salde, como tratamento de doencas cardiovasculares, diabetes, além de possuir atividades
contra a inflamacédo (ABDULKADIR, 2015; DOS SANTOS et al., 2019).

Ademais, carateriza-se como uma planta medicinal demonstrando atividade anti-
helmintica, anti-inflamatdria, imunomoduladora e antioxidante. Diferentes partes como folha,
casca e fruto possuem atividades biolégicas e sdo utilizadas no tratamento de doencgas hepaticas
e inflamacbes da pele (KATIKI et al., 2017; SILVA et al., 2015). A Terminalia catappa
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demonstra, também, propriedades gastroprotetoras. Possuindo registro na Farmacopeia
Caribenha, para tratar gastrites e infecces do trato urinario (GERMOSEN-ROBINEAU, 2014).
A planta é utilizada também, para amenizar sintomas como diarreia e disenteria (OHARA et
al., 2020).

Segundo Merelo et al. (2017) os frutos apresentam variagdes nos parametros
nutricionais, dependendo da época que seja colhido, das condi¢des do clima e do solo. Marques
et al (2012); Dos Santos; Lorenzo e Lannes (2016) analisaram a composic¢édo de 100 g do fruto
que apresentou aproximadamente 62,52 — 76,88% de carboidratos; 2,30 — 2,54% de proteinas;
2,79 de lipidios. Ainda, demonstrou teor de 142,84 e 244,33 mg GAE/100 g. Adefegha et al.
(2016) por sua vez, enfatizam o carater antioxidante do fruto, ao detectar concentracfes
expressivas de compostos fenolicos presentes na castanhola, como fendlicos (acido elagico,
acido galico, acido clorogénico e &cido cafeico) e flavonoides (isoquercitina, caempferol,
quercetina, rutina, epicatequina e catequina). E, ainda quantidades significativas de f-caroteno
(DIKSHIT; SAMUDRASOK, 2011).

O fruto da castanhola apresenta potencial para aplicacdo na dieta humana, devido a sua
composicao nutricional: Fenolicos totais (142,33 £15,5 mg GAE/g), Vitamina C (78,83 + 19,5
mg/100ml), Flavonoides totais (43,52 £0,37 mg/100g) e Antocianinas (16,29 £0,50 mg/100ml),
valores referentes ao estagio maduro (DOS SANTOS et al., 2019). Ja apresentou contetido de
fendlicos totais superior a outras conhecidas e consumidas, como do pseudofruto do caju e
teores semelhantes a composicdo de fenolicos de uvas das variedades Niagara e Isabella
(SOARES et al., 2008). Com relacdo a sua capacidade antioxidante, o extrato aquoso da polpa
apresentou maiores concentragdes de frutas consideradas fonte de antioxidantes, como o pequi
(MARQUES et al., 2012). Portanto, o fruto possui elevados teores de compostos bioativos e
baixa acidez o que dificulta o desenvolvimento de boa parte dos microrganismos (RIBEIRO et
al., 2017; SOUZA et al., 2019). Entretanto, vale destacar que o teor de antioxidante € maior no
estagio de maturacao do fruto quando comparado ao ainda verde (ABDULKADIR, 2015).

A castanhola ja vem sendo analisada e utilizada para promover efeitos anti-
inflamatdrios, em virtude de suas propriedades antioxidantes que estdo relacionadas aos
flavonoides, polifendis e taninos (SILVA et al., 2015). Sendo reportados efeitos
antimicrobianos, anticancer, anti-idade (PANDYA et al., 2013; TAGANNA et al., 2011; WEN
et al., 2011). Além da reducédo de glicemia e aumento dos niveis de insulina em ratos tratados
com extrato da folha (DIVYA et al., 2019). Todavia, ndo existem estudos que avaliam o
consumo da farinha da polpa de castanhola durante o envelhecimento e seu impacto em

parametros comportamentais em ratos idosos.
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3 ABORDAGEM METODOLOGICA

31 LOCAL DE EXECUCAO DO EXPERIMENTO E DELINEAMENTO
EXPERIMENTAL

Os experimentos foram desenvolvidos na Universidade Federal de Campina Grande,
UFCG, Campus Cuité/PB. A obtencdo da polpa e farinha da castanhola foi realizada no
Laboratdrio de Tecnologia de Alimentos (LTA)/CES/UFCG, as analises fisico-quimicas no
Laboratorio de Bromatologia (LABROM)/CES/UFCG e o0s testes comportamentais e demais
ensaios com os animais foram desenvolvidos no Laboratério de Nutricdo Experimental

(LANEX)/CES/UFCG. O delineamento experimental da pesquisa esta exposto na Figura 2.
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Figura 2 — Delineamento experimental

[ Despolpamento e processamento da farinha

l

T — e
= — = e e

I

Caracterizacdo fisico-quimica

Caracterizag¢do dos bioativos

Atividade antioxidante

II Administracao da solucao para os animais

‘.‘? # k‘l: —

5 semanas

500 mg - 1000mg

Testes de Ansiedade e Memoria
[

Marcador oxidativo (MDA) Wg‘\&/
| .

Perfil de acidos graxos

Fonte: Proprio autor (2022).
AMOSTRA E OBTEN(}AO DA FARINHA DA POLPA DE CASTANHOLA

Os frutos da castanhola (Terminalia catappa Linn) foram obtidos na cidade de Cuité/PB

(Latitude: -6.48173, Longitude: -36.1496; 6° 28’ 54" Sul, 36° 8’ 59” Oeste) durante 0S meses
de fevereiro e marco de 2021. Esses frutos foram coletados no estagio maduro, com aspecto

brilhante e coloracdo avermelhada, em seguida transportados em sacos plasticos e depois
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higienizados em solucdo clorada de 200 ppm por cerca de 30 min e, ap6s, enxaguados com
agua potéavel. Em seguida, foram secos com papel toalha e com auxilio de uma faca em aco
inox separou-se manualmente a polpa do carogo.

As polpas foram dispostas sobre bandejas de aco inox contendo papel manteiga na base.
Em seguida, foram levadas para secagem em estufa de circulagéo de ar for¢ada (Biopar, modelo
S480 AD, Porto Alegre — RS, Brasil) com temperatura padronizada para 50 £1 °C, durante 48
horas. Posteriormente, as polpas foram trituradas em liquidificador (Philco, modelo LQ PH900
PR, Brasil) e tamisadas com auxilio de uma peneira de plastico (tela de 0,5 mm) para obtencéo
de uma farinha fina. A farinha foi pesada e embalada & vacuo em saco de polipropileno estéril
na embaladora a vacuo (GSVAC, modelo: GS 420, Santo André - SP, Brasil) e armazenou-se
em temperatura ambiente (23 1 °C). O processo de obtencdo da farinha da polpa pode ser

visualizado na Figura 3.

Figura 3 — Fluxograma de obtencéo da farinha

Bandejas com as polpas

Secagem (50 + 1°C) 48 h

Trituragao

Tamisagado

Embalagem

Armazenamento 23 £1°C

Fonte: Proprio autor (2021).
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Figura 4 — Etapas do processamento da farinha da castanhola

Fonte: Proprio autor (2021). 4A: coloracdo do fruto coletado; 4B: processo de higienizagdo dos frutos; 4C:
polpas antes da secagem; 4D: polpas submetidas ao processo de secagem; 4E: polpas ap6s 48 h de secagem; 4F:
polpas apds trituracéo e tamisacao.

3.3 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DA FARINHA DA CASTANHOLA

As analises fisico-quimicas foram realizadas em triplicata e constaram na determinacao
da atividade de agua utilizando AQUALAB (DECAGON, modelo AQUALAB 4TE, USA), do
pH usando pHmetro digital (GEHAKA, modelo PG1800, Séo Paulo - SP, Brasil), do teor de
cinzas por carbonizagdo seguido de incineracdo em forno mufla (JUNG, modelo 0612,
Blumenau - SP, Brasil) estabilizado a 550 °C, da umidade a partir da secagem em estufa
(Medclave, modelo n° 4, S&o Paulo, Brasil) estabilizada a 105 °C, da determinag&o de lipideos
conforme a metodologia de Folch, Less e Stanley (1957) e da acidez, que foi determinada pelo
método de titulacdo de acordo com a Association of Official Analytical Chemists — AOAC
(2019).
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34 CARACTERIZACAO DOS COMPOSTOS BIOATIVOS DA FARINHA DA
CASTANHOLA

Para determinacdo do teor de polifendis totais, flavonoides totais e da atividade
antioxidante in vitro (FRAP e ABTS), a farinha da castanhola foi submetida a extracdo dos
constituintes bioativos, o extrato obtido foi utilizado para todos os ensaios. A extragéo foi realizada
conforme metodologia descrita por Silva et al. (2021), com algumas modificacdes. Inicialmente,
foram pesados 1 g de polpa de castanhola em um tubo Falcon e adicionaram-se 10 mL de alcool
etilico a 80%. Em seguida, o tubo com a mistura foi agitado em voértex (Logen Scientific, modelo
LSM56-11-VM, Fortaleza/Ceard, Brasil) por 60 segundos e, posteriormente, deixado em repouso
na auséncia da luz em temperatura ambiente (23 £1 °C) por 24 horas. Apds, a mistura foi filtrada
em papel filtro Whatman, de 125 mm, sendo o volume completado para 10 mL com o solvente de
extracdo. O extrato foi recolhido em frasco &mbar e armazenado em freezer a -18 °C até 0 momento

das andlises. As extracdes e respectivas analises foram realizadas em triplicatas.

3.4.1 Determinacdo de compostos fendlicos totais (CFT)

Para determinacdo dos compostos fendlicos totais da farinha da polpa de castanhola foi
utilizada a metodologia descrita por Liu et al. (2002), com algumas alteracdes. De forma geral,
250 pL do extrato foi misturado em tubo de ensaio com 1250 uL do reagente Folin-Ciocalteau
a 10%. As solucBes foram agitadas em vortex (Logen Scientific) e armazenadas em
temperatura ambiente (23 +1°C) na auséncia da luz por 6 min. Apo6s, adicionaram-se 1000 pL
da solugdo de carbonato de sddio a 7,5%. Levou-se a mistura ao banho maria (Novatecnica®,
modelo NT232, Piracicaba — SP, Brasil) a uma temperatura de 50 °C, durante 5 min. Apos,
mediu-se a absorbancia a 765 nm utilizando espectrofotdmetro (BEL Photonics, Piracicaba,
Sdo Paulo, Brasil). Também foi realizado um branco com a auséncia dos extratos para zerar o
espectrofotdbmetro. O contetdo de compostos fendlicos totais das amostras foi determinado
utilizando uma curva padrdo preparada com acido galico (Sigma-Aldrich, St. Louis, MA, USA).
Os resultados foram expressos em mg equivalentes de acido galico (EAG) por cem gramas

amostra seca (mg EAG/100 g).
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3.4.2 Determinacéo de flavonoides totais

O teor total de flavonoides foi determinado de acordo com o método proposto por
Zhishen, Mengcheng e Jianming (1999). Uma aliquota de 0,5 mL do extrato da farinha de
castanhola foi adicionado a 2 mL de &gua destilada em um tubo de ensaio. Em seguida,
adicionaram-se 150 pL de nitrito de sodio a 5%. Depois de 5 min, 150 pL de cloreto de aluminio
a 10% foram adicionados e, apds 6 minutos, 1 mL de hidréxido de sodio a 1 M, seguido pela
adicdo de 1,2 mL de &gua destilada. Mediu-se a absorbancia da amostra a 510 nm usando um
espectrofotdmetro (BEL Photonics) contra um branco na auséncia dos extratos. Determinou-se
o0 teor de flavonoides totais da polpa usando uma curva padrdo de equivalentes de catequina
(EC) - Sigma. Os resultados foram expressos em mg equivalentes de catequina (EC) por cem

gramas de farinha de castanhola com base no peso seco (mg EC/100 g).

3.4.3 Atividade antioxidante - método FRAP

Para a determinacdo da atividade antioxidante pelo método FRAP, que avalia a redugéo
do ferro, foi utilizada a metodologia descrita por Benzie e Strain (1999), adaptada por Pulido,
Bravo e Saura-Calixto (2000). O preparo do reagente ocorreu apenas na fase da andlise, que
consistiu da mistura de 11 mL de tampéo acetato (0,3 M, pH 3,6), 1,1 mL de solu¢do TPTZ
(2,4,6-tris (2-pyridyl)-s-triazine) (10 mM em HCI 40 mM) e 1,1 mL de solucdo aquosa de
cloreto férrico (20 mM). Para a averiguacdo, foram adicionados 200 pL do extrato da farinha
da castanhola em 1800 pL do reagente FRAP em um tubo de ensaio e, posteriormente, a mistura
foi submetida ao banho Maria (Novatecnica®) a 37 +1 °C por 30 min. “Um branco” foi
preparado nas mesmas condicdes, mas sem adicdo do extrato. Em seguida, as absorbancias
foram medidas em espectrofotémetro (BEL Photonics) a 593 nm. Para determinacdo da
atividade antioxidante (FRAP) da farinha polpa de castanhola foi utilizada a curva de calibragéo
com Trolox e os resultados expressos em pmol de trolox por grama de amostra (umol de trolox

/g de amostra).
3.4.4 Atividade antioxidante - método ABTS**
Para determinacdo da atividade antioxidante pelo método ABTS empregou-se a

metodologia de Surveswaran et al. (2007), com algumas alteragdes. Primeiramente, foi formado

o radical ABTS*" por meio da reacdo da solugdo ABTS a 7 mM com a solucdo de persulfato de
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potéssio 140 mM incubados a temperatura de 25 °C, no escuro, durante 12-16 h. Apds a
formacéo do radical, este foi diluido em &gua destilada para a obtencéo do valor de absorbancia
de 0,800 (+0,020) a 734 nm. A partir da amostra do extrato da farinha da castanhola foram
preparadas quatro diluicdes diferentes, em triplicata. Em ambiente escuro foi transferida para
um tubo de ensaio uma aliquota de 100 UL do extrato e adicionados 500 pL do radical ABTS*".
Posteriormente, os tubos de ensaio ficaram mantidos na auséncia de luz por 6 min. Em seguida,
foi feita a leitura a 734 nm em espectrofotémetro (BEL Photonics). Também foi preparada uma
solugdo “controle” que consistia de uma aliquota de 100 pL do solvente extrator dos extratos
adicionada de 500 pL do radical ABTS**. A solugdo “branco” foi 0 solvente extrator de cada
extrato, utilizada para zerar o espectrofotometro. Como referéncia, o Trolox foi utilizado e os

resultados expressos em pmol de trolox por grama de amostra (umol de trolox/g de amostra).

35 ELABORACAO DA SOLUCAO DE ADMINISTRACAO PARA OS ENSAIOS IN
VIVO

A proporcdo utilizada foi inicialmente testada para averiguar a passagem da solucao
pela sonda. Assim, a farinha de castanhola diluida na proporg¢do 2:1 (dgua:farinha). A solucéo
ficou armazenada em freezer -18 °C durante todo o protocolo experimental.

3.6 ENSAIOS IN VIVO

3.6.1 Animais e Dieta

Para a realizagdo dos ensaios, foram utilizados 35 ratos idosos machos da linhagem
Wistar, com 17 meses e peso médio de 368 g, provenientes do Biotério da Universidade Federal
de Pernambuco (UFPE), pertencente ao Departamento de Nutri¢do. Os animais foram dispostos
em gaiolas coletivas de polietileno no Laboratorio de Nutricdo Experimental do Centro de
Educacdo e Saude (CES) da UFCG — Campus Cuité, mantendo um padréo de peso uniforme
por cada grupo. Dispondo de monitoramento de temperatura (22 + 1 °C), umidade 65 + 5%,
sistema de exaustdo de ar, ciclo claro/escuro de 12 horas, sendo a fase clara de 6h00min as
18h00min, recebendo racéo (Presence®, Paulinia, Sdo Paulo, Brasil) e agua ad libitum.

Os animais foram divididos em 3 grupos experimentais: Grupo Controle (GC) — recebeu

agua destilada; Grupo Farinha 500 (F500) — tratado com 500 mg de farinha da castanhola/kg
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de peso do animal e Grupo Farinha 1000 (F1000) - tratado com 1000 mg
da farinha da castanhola/kg de peso do animal. Esse tratamento foi feito para permitir a
comparacéo entre o consumo de diferentes dosagens da farinha da castanhola, que representa a
adicdo de uma fonte de antioxidantes, em relacdo ao grupo controle. Todos 0s animais
receberam a administragdo por gavagem. A duragédo do tratamento de 5 semanas foi baseada no
estudo de Soares et al. (2020), que observaram a reducdo do estresse oxidativo nos ratos
administrados com extrato da semente de acai. A dosagem foi definida a partir de estudos que
também administraram matrizes fontes de compostos fenolicos: o estudo de Pereira (2019) que
suplementou 500 mg da polpa de acai/kg de peso do animal em ratos machos e obteve efeitos
ansioliticos quando associados ao exercicio. E com base no estudo de ElI Morsy, Ahmed e
Ahmed (2015), que administraram 1000 mg de extrato de acai e observaram reducéo dos niveis
de malondialdeido e efeito anti-inflamatorios em ratos. O calculo para administracdo da solugédo
(&dgua destilada + farinha) foi realizado diariamente de acordo com o peso que o animal se
encontrava, obedecendo 3 mL dessa solucéo/kg de peso do animal (F1000) e 1,5 mL/kg de peso

(F500). O delineamento do experimento esta detalhado na Figura 4.

Figura 5 — Esquema de tratamento e testes comportamentais
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Fonte: Proprio autor (2021).
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3.6.2 Testes Comportamentais

Ap0s cinco semanas de administracdo, foram realizados o Teste de campo aberto que
objetiva verificar parametros de ambulacdo, comportamentos de levantar, tempo de
autolimpeza e defecacdo (PELLOW; CHOPIN; FILE; BRILEY, 1985); Teste do Labirinto em
Cruz Elevado (HANDLEY; MITHANI, 1984; PELLOW, FILE, 1986) e Caixa Claro-escuro
(COSTALL et al., 1989).

Para avaliar a memoria, utilizou-se o Teste de Habituacdo do Campo Aberto
(RACHETTI et al., 2013); Teste de Reconhecimento de Objetos, para verificar memdria em
curto e longo prazo (NAVA-MESA; LAMPREA; MUNERA, 2013) e o Labirinto Aquético de
Morris, para avaliacdo da memoria espacial dos roedores. O cronograma dos experimentos de
ansiedade e memdria, apds as 5 semanas de tratamento experimental, estd esquematizado na

Figura 5.

Figura 6 — Cronograma da administracdo e dos testes

CRONOGRAMAEXPERIMENTAL Periodo de administragio

01 02 03 04 05 06 07

08 |oo |10 |11 [12 |13 |14 Testes de ansiedade: 36: Campo aberto, 37-
LCE, 38-CCE

15 [16 |17 |18 |19 |20 |21

22 |23 |24 |25 |26 |27 |28 Testes de memoria:

43- Habituagdo | 44- MCP | 45- MLP
46- WT | 47- WT | 48-WT| 49- WT

MCP: memoria a curto prazo, MLP: memoria a longo prazo.
43 44 45 46 47 48 49 ‘WT: water maze

29 30 31 32 33 34 35

36 37 38 39 40 41 42

Fonte: Proprio autor (2021).

3.6.3 Afericdo dos Parametros de Ansiedade
3.6.3.1 Teste de Campo Aberto
O campo aberto desenvolvido por Hall (1934) consiste em um instrumento utilizado

para analisar o comportamento de ansiedade do roedor quando exposto a um ambiente novo, o

qual tende a explorar esse lugar. A menor exploracdo do aparato pelo animal é tido como
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comportamento similar a ansiedade (ROJAS-CARVAJAVAL et al., 2020; NAKAGAWA, et
al., 2020).

O aparelho consiste em uma arena quadrada (60 x 60 x 60 cm), com seis linhas cruzadas
formando 9 quadrantes de 20 x 20 cm. Cada animal foi inserido no centro da arena do campo
aberto para explorar o ambiente por 10 minutos. Os experimentos foram filmados com uma
camera de video instalada no teto para capturar os pardmetros de: ambulacdo (nUmero de
cruzamentos realizados pelo animal com as 4 patas pelos segmentos) - representados pelas
linhas na Figura 6, sendo a area central identificada pela letra C; nimero de comportamentos
de levantar (rearing), tempo de comportamentos de autolimpeza (grooming)
(MONTGOMERY, 1955; SANTOS, 2008; RACHETTI et al., 2012).

Apbs 7 dias, o procedimento foi realizado novamente para observar se o animal
apresentaria habituacdo, que € identificada a partir da reducdo da ambulacdo nesta segunda
exposicdo. Finalizada cada sessdo de comportamento, o aparelho foi higienizado com uma
solucdo de alcool a 10%.

Figura 7 — Aparato do campo aberto

Fonte: Acervo de fotos do LANEX (2020).

3.6.3.2 Labirinto em cruz elevado (LCE)

O labirinto em cruz elevado (Figura 7) €, costumeiramente, utilizado como modelo nao
condicionado de ansiedade em roedores (PELLOW et al., 1985). E constituido por um aparato
formado por dois bragos fechados e dois abertos perpendiculares aos primeiros; uma area

central, que se encontra elevada do solo. O animal foi inserido no centro do aparelho, sempre
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pelo mesmo pesquisador, com o focinho voltado para o brago fechado direito. No periodo de 5
minutos, foi avaliada a frequéncia de entradas do animal nos bracos fechados e abertos, o tempo
gasto em cada um e no centro do aparelho. Ademais, foi contabilizado o nimero de mergulhos
de cabeca do animal nos bragos abertos. Apos cada teste individual, o labirinto foi higienizado

com alcool a 10%. As sessdes foram filmadas e, sucessivamente, analisadas.

Figura 8 — Teste labirinto em cruz elevado

-

Fonte: Acervo de fotos do LANEX (2020).

3.6.3.3 Caixa claro-escuro (CCE)

A caixa de transicdo claro-escuro (Figura 8) mensura a ansiedade incondicionada e
comportamento exploratério em roedores (BOURIN; HASCOET, 2003). O aparato feito de
acrilico (45 x 27 x 27 cm) é dividido em dois compartimentos, sendo um escuro (18 x 27 cm)
e outro claro (27 x 27cm). Os animais foram colocados no centro do compartimento claro, com
o focinho voltado para o compartimento escuro e ficaram no aparelho durante 5 minutos para
livre exploragdo. Todas as sessdes eram filmadas e, posteriormente, analisadas, a fim de avaliar
0 tempo de permanéncia do animal em cada um dos compartimentos. Encerrada cada sesséo,

o aparelho foi higienizado com uma solucéo de &lcool a 10%.
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Figura 9 — Caixa Claro-Escuro (CCE)

Fonte: Acervo de fotos do LANEX (2020).

3.6.4 Afericdo dos Parametros de Memdria

3.6.4.1 Usando o Teste de Habituagdo ao Campo Aberto

Foi realizado o Teste de Habituacdo ao Campo Aberto (Figura 9) que analisa a
capacidade de habituacdo a longo prazo do animal. Conforme Rachetti et al. (2013), a atividade
locomotora do animal relaciona-se a sua capacidade de aprendizagem, assim, a habituacdo do
animal apds exposicdo repetida ao campo aberto é considerado um indicativo de aprendizagem
ndo associativa.

Os animais foram expostos ao campo aberto em dois momentos, no primeiro, para
avaliar a memdria a curto prazo e o segundo realizado apés sete dias, para verificar a memoria
a longo prazo (RACHETTI et al., 2013). Cada animal explorou o ambiente por 10 minutos e o
ensaio foi realizado sempre no mesmo horario (06:30-08:30 h). As sessfes foram registradas
com auxilio de uma camera de video acoplada ao teto do laboratdrio e o aparelho foi higienizado
com &lcool a 70% ao final de cada sesséo individual. Os pardmetros analisados foram: tempo
de ambulacdo, nimero de cruzamentos, nimero de entradas e tempo de permanéncia na zona

interna. Por fim, os videos foram analisados por um Unico pesquisador.
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Figura 10 — Visao externa (A) e interna (B) do Campo Aberto

Fonte: Acervo de fotos do LANEX (2020).

3.6.4.2 Avaliacdo da memoria utilizando o Teste de Reconhecimento de Objetos

Para avaliar a memoria em curto e longo prazo foi utilizada o Teste de Reconhecimento
de Objetos (TRO) (NAVA-MESA; LAMPREA; MUNERA, 2013). Consiste em um campo
aberto preto (60 x 60 x 60 cm), com quatro linhas cruzadas formando 9 quadrantes de 20 x 20
cm, uniformemente iluminado e com objetos na cor preta, com formatos (piramide, prisma
retangular) e texturas (liso ou aspero) diferentes. O teste possui quatro ensaios de 10 minutos
que aconteceram em trés etapas: 1) Dia 1 — realizado para promover a habituacdo do animal ao
ambiente, minimizando o estresse da manipulacdo. Nessa etapa, ndo ha presenca de nenhum
objeto; 2) Dia 2 — realizado 24 h apds o ensaio de habituacdo, o animal é inserido no campo
aberto contendo dois objetos (OF1 e OF2) de textura idéntica (lisa), mas com formatos
diferentes (tridngulo e prisma retangular) e localizados perto de dois cantos opostos escolhidos
aleatoriamente, conforme a Figura 10.

Apo6s 1 hora da finalizacdo desse procedimento, iniciou-se a proxima etapa para
mensuracao da memoria a curto prazo. O animal foi inserido novamente no campo para explorar
dois objetos (OF1 em sua localizacdo original e um novo objeto - ON1), de forma idéntica,
textura diferente do OF1 e localizado onde OF2 se encontrava durante o ensaio amostral; e 3)
Dia 3 — realizado 24 h apds o ensaio de curta duracdo, o animal foi inserido no campo aberto
para explorar novamente dois objetos (OF2 em seu lugar original) e um novo objeto (ON2), de

forma idéntica, com diferente textura (Figura 10).
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Figura 11 — Desenho experimental do teste de reconhecimento de objetos

DIA 1 DIA2 DIA 3

OF1 ON2

Habituacao Ensaio Teste de Memoria Teste de Meméria
a curto prazo a longo prazo

Fonte: adaptado de Nava-Mesa; Lamprea e Manera (2013).

Para avaliacdo da memdria a curto prazo foi observado o tempo gasto pelo animal para
explorar o objeto novo de textura diferente (ON1) e para avaliacdo da memoria a longo prazo
foram observados 0s mesmos parametros, mas para 0 ON2 (dia 3). As sessdes foram filmadas
com uma camera de video e, a cada animal testado, o aparelho foi limpo com &lcool a 10%,
antes de iniciar e depois de concluido o teste, o aparato foi limpo com alcool a 70%. O resultado
da taxa de exploracéo foi calculado para cada animal e expresso pela razdo TN / (TF + TN),
onde TN = tempo gasto explorando o objeto novo e TF = tempo gasto explorando o objeto
familiar (GUSTAVSSON et al., 2010; D’AVILA, 2017).

3.6.4.3 Avaliacdo da memoria espacial utilizando o Labirinto aquético de Morris

O labirinto aquatico de Morris — water maze (Figura 11) foi utilizado para avaliacéo da
memoria espacial dos animais (VORHEES; WILLIAMS, 2006). O teste foi desenvolvido em
uma piscina redonda (Figura 12), fabricada com material pléstico, com didmetro de 1,60 m e
82 cm de altura, dividida em quatro quadrantes representados pelos pontos cardiais (norte, sul,
leste e oeste), com a plataforma na posic¢ao noroeste, cujas dimensdes corresponderam a 10 cm
x 13 cm. A piscina foi cheia com agua até a altura de 54 cm e a plataforma foi submersa a 1
cm.

A execucdo foi baseada no estudo anterior de Soares et al. (2013), com duracéo de
quatro dias. Nos trés primeiros foram realizados os treinos, que consistiam de quatros ensaios
de 60 segundos, com intervalo de 20 segundos entre cada um, momento em que o animal
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permanecia individualmente em uma caixa. O primeiro rato foi posicionado de modo aleatério
nos quadrantes e, sucessivamente, os demais foram inseridos do mesmo modo. Os treinos
permitiram que o animal encontrasse a plataforma e permanecesse nela por 10 segundos. Caso
iSs0 ndo ocorresse, 0 mesmo era gentilmente conduzido. Nessa etapa dos trés dias, observou-se
a laténcia de escape.

No quarto dia, o dia de treino, a plataforma foi retirada e os animais nadaram durante
60 segundos. Foram analisadas as variaveis: velocidade média, distancia total percorrida,
numero de entradas no alvo (que seria a plataforma), tempo na zona da plataforma e laténcia

para primeira entrada no alvo.

Figura 12 — Labirinto aquatico de Morris usado no experimento visto externamente (A) e pelo
programa Any Maze (B)

Plataforma
escondida Piscina de
nado
Orientagao
espacial

a) Antes do aprendizado b) Depois do aprendizado

Fonte: adaptado de Nava-Mesa; Lamprea e Munera (2013)

Figura 13- Labirinto aquatico de Morris adaptado usado no experimento visto externamente
(A) e pelo programa Any Maze (B)

Fonte: Acervo de fotos do LANEX (2020).
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3.6.5 Eutanésia

Apbs a conclusdo de todos os testes comportamentais, os animais foram submetidos a 8
horas de jejum e, posteriormente, eutanasiados por decapitacdo para a retirada do cérebro. Para
andlise do contetddo de malondialdeido (MDA) cerebral, o érgéo foi dividido manualmente em
uma tira, com utilizagdo de uma Iamina de bisturi. Foi utilizado o hemisfério direito do cérebro
em um corte longitudinal no sentido antero posterior. Apods este procedimento, o tecido foi
pesado e colocado em uma superficie com gelo e em seguida, mantido em - 18 °C até o momento

da analise.

3.6.6 Afericdo do Estresse Oxidativo — Malondialdeido (MDA) cerebral

Foi realizada pelo método descrito por Esterbauer e Cheeseman (1990). A amostra do
tecido cerebral foi descongelada e, posteriormente, pesada para o célculo da quantidade de
tampdo Tris HCI para amostra, utilizando-se a proporcédo de 1:5 (p/v). Posteriormente, o tecido
foi picado com uma tesoura por cerca de 15 segundos, em meio resfriado. O material
fragmentado foi triturado e homogeneizado a frio, sob a¢do de um triturador (Ultra Stirrer®,
Modelo: Ultra 80), e a ele adicionado o tampdo Tris HCI. O homogenato obtido foi centrifugado
a 2500 x g, por 10 min a 4 °C e 300 uL do sobrenadante foi transferido para um microtubo,
sendo adicionados 750 pL do reativo cromogénico e 225 pL de acido cloridrico (HCI a 37%).
Em seguida, o material foi colocado em banho-maria (Novatecnica®) com agitacdo a 45 °C,
durante 40 min e, posteriormente, centrifugado (Centribio, modelo 80-2B, China) a 2500 x g,
durante 5 min a 4 °C. Do sobrenadante, 300 uL foi transferido para microplaca de 96 pocos,
em duplicata, e levado para leitor de microplacas (Polaris, Belo Horizonte, Minas Gerais,
Brasil) a um comprimento de onda de 586 nm. O conteldo de MDA foi calculado através de
interpolacdo em curva padrdo com o 1,1,3,3 — tetraetoxipropano, o qual foi hidrolisado durante
0 passo de incubacdo com HCI a 45 °C, gerando o MDA. Os resultados foram expressos em

nmolL/g tecido.
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3.6.7 Determinagcao do Perfil de Acidos Graxos no Cérebro

3.6.7.1 Coleta do cérebro

O cérebro foi removido e pesado com o auxilio da balan¢a semi-analitica (RADWAG,
modelo AS 220/C/2, Radom, Pol6nia). Posteriormente, acondicionado em potes coletores

esterilizados e, em seguida, armazenado em freezer a -18° C até 0 momento da anélise.

3.6.7.2 Extracdo lipidica e quantificagdo dos acidos graxos do cérebro

Primeiramente, foi obtido o extrato lipidico do tecido cerebral pelo método de Folch,
Less e Stanley (1957). A partir dele, foram adquiridos os ésteres metilicos por meio da
esterificacdo realizada de acordo com a metodologia de Hartman e Lago (1973). Realizou-se a
identificacdo e quantificacdo dos ésteres metilicos em cromatdgrafo a gas de marca Ciola &
Gregori Ltda (modelo CG-Master), com detector de ionizacdo por chama.

As condicBes do cromatografo foram: coluna de polietilenoglicol (Carbowax 20M), de
silica fundida, com 30 m de comprimento, 0,53 mm de diametro e 0,25 um de espessura da
pelicula de fase estacionaria. As temperaturas utilizadas: 150 °C para o vaporizador e 200 °C
para o detector. A programacao do forno consistiu em: 80 °C por 30 minutos, aumentando-se
de 10 °C/min até 180 °C. A fase movel foi o hidrogénio com uma vazédo de 5 mL/min; o volume
injetado de 1 pl, com uma razéo de diviséo de 1:25.

A caracterizacdo dos acidos graxos foi realizada por comparacdo do espectro de massas
obtido com de padrdes que também foram injetados no CG-MS. Os resultados foram expressos

em porcentagem (%).

3.7 ASPECTOS ETICOS

O protocolo experimental obedeceu as recomendacfes éticas do National Institute of
Health Bethesda (Bethesda, USA), sendo conduzido conforme as Diretrizes para o Cuidado e
Uso de Animais Experimentais e foi submetido e aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de
Animais - CEUA do Centro de Saude e Tecnologia Rural - CSTR/UFCG, CEP 108/2017,

Protocolo n° 53/2020 (Anexo A). Foi levado em consideracdo o bem-estar dos animais no
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laboratdrio, de modo a minimizar o sofrimento e o estresse dos modelos experimentais. Por

fim, os animais foram eutanasiados com a utilizac&o de guilhotina.

3.8 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos em média £ SEM (erro padrdo da média) analisados pelo

ANOVA one-way, seguido de teste de Tukey, para comparacdo entre oS grupos. Foi

considerado o nivel de significancia para rejeicao da hipétese nula de p<0,05.
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EFFECTS OF (Terminalia catappa Linn) CASTANHOLA NUT FLOUR ON ANXIETY,
MEMORY, AND OXIDATIVE STRESS PARAMETERS IN ELDERLY RATS

ABSTRACT

Terminalia catappa Linn has anthocyanins, rutin, quercetin and gallic acid, these substances
present antioxidant activity, which can promote anxiolytic effect. The aim of this study was to
analyze the effects of consumption of castanhola flour in rats. The animals were divided into
in: Control; 500 mg e 1000 mg of castanhola/kg of animal. In the open field, F500 and F1000
presented greater locomotion; F1000 presented the highest number of head rearings and the
least grooming behavior. In the elevated plus maze, F500 and F1000 exhibited a greater number
of entries in the open arms; in addition, the F1000 group remained longer in the region, and the
F500 presented a greater number of head dips. In the light/dark box, the longer stays in the
lighted side of the box were observed for the F500 and F1000. As to rodent memory, in the
object recognition test, the F1000 presented the highest exploration index for the new object in
short-term memory; in long-term memory, greater exploration times were observed for the
F500 and the F1000. In the determination of MDA levels, the F500 and F1000 again presented
the lower concentrations. For the fatty acid profile, the highest MUFA content was obtained for
the F500 and PUFA for the F1000. Castanhola flour promoted anxiolytic effects and preserved
memory, and minimized the lipid peroxidation. Thus, it can be inferred that castanhola may act
in prevention and/or treatment of anxiety and memory loss.

Keywords: anxiolytic; anthocyanins; aging; neurodevelopment, oxidative stress.

INTRODUCTION

Anxiety can occur at any stage of an individual's life, however, its prevalence as a public
health problem in the elderly has been increasing [1, 2, 3]. This deserves attention, since
changes that already affect the quality of life also occur in the aging process [4]. Anxiety can
lead to the emergence of other conditions, such as cardiac and respiratory dysfunction,
depression [5], and memory impairment [6].

Repercussions affecting memory are common in the aging process, and it is also
important to seek alternatives to minimize the evolution of anxiety [7, 8, 9]. That anxious
individuals consume fewer sources of antioxidants has already demonstrated, and thus, they
present an excess of free radicals in the body [8, 9, 10]. A high dietary antioxidant capacity may
minimize oxidative and inflammatory processes, such as those involved in anxiet [10].

Antioxidants act on the serotonergic system, and thus present anxiolytic effects [11]. It
is important to encourage their consumption, and since supplements are not the best option [12],
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natural sources of these compounds should be encouraged and valued, fruits and vegetables
capable of providing phytochemicals, fiber, and flavones [10].

In view of the above, plants can be applied to treat many human pathologies, as a source
of bioactive compounds [10, 13]. Terminalia catappa Linn or “castanhola”, is an
unconventional food plant, originating in India, presents: anticancer, antidiabetic,
gastroprotective, antifibrotic, and anti-inflammatory properties [14, 15, 16].

Despite its rich composition in phenolics, flavonoids, tannins, saponins and phytosterols
[17] Terminalia catappa Linn is still little explored [18, 19, 20]. Studies developed by
Chandrasekhar et al. [18] and Hirshler, Doron [14]; have demonstrated that supplementation
with the leaves and bark of the castanhola tree promote neuro-modulatory effect and minimize
depression in mice.

The fruit has not yet been associated with behavioral effects in rats, and since it
possesses antioxidants in its composition [21], these substances might help alleviate neuronal
changes that occur during aging, such as anxiety and memory loss. Our aim was to evaluate the
effects of Terminalia catappa Linn consumption on anxiety, memory performance, and

oxidative stress parameters in aged rats.

MATERIAL AND METHODS

OBTAINING CASTANHOLA FRUIT FLOUR

The fruits of the castanhola tree (Terminalia catappa Linn) were obtained in the city of
Cuité/PB (Latitude: 6° 28" 54" S, Longitude: 36° 8" 59" W) in the months of February and
March of 2021, in their mature stage, with a bright appearance and reddish color. The samples
were sanitized (200 ppm chlorinated solution/30 min), and using a stainless steel knife, the pulp
was removed, separating it from the pit. The pulps were dried in a forced-air oven (Biopar,
Model S480 AD, Porto Alegre - RS, Brazil) at a temperature of 50 £1°C for 48 hours. The dried
pulp was ground in a blender (Philco, model LQ PH900 PR, Brazil), and sieved through a
plastic sieve (0.5 mm screen) to obtain a fine flour, which was then weighed and vacuum packed
in a sterile polypropylene bag by a vacuum packaging machine (GSVAC, model: GS 420, Santo
André - SP, Brazil). The flour remained thus at room temperature until the time of analysis and

preparation of the administration solution for the animals.
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PHYSICO-CHEMICAL CHARACTERIZATION OF CASTANHOLA FLOUR

Physical-chemical analyses were performed on the castanhola fruit flour to evaluate:
water activity using an AQUALAB (DECAGON, model AQUALAB 4TE, USA) [22]; pH
using a digital pH meter (GEHAKA, model PG1800, Sao Paulo - SP, Brazil); ash content using
incineration in a muffle furnace (JUNG, model 0612, Blumenau - SP, Brazil) stabilized at
550°C; humidity as determined by oven drying (Medclave, model n°® 4, Brazil) stabilized at
105°C; lipids according to the methodology of Folch [23], and acidity as determined by titration
according to the Association of Official Analytical Chemists — AOAC [24]. The composition of
the castanhola flour was as follows: Moisture (%): 14.12 +0.180; Lipids (%): 1.38 +£0.293;
Ashes (%): 5.92 +0.024; Acidity (%): 2.27 +0.016; pH: 4.20 £0.082; Water activity: 0.519
+0.003.

CHARACTERIZATION OF BIOACTIVE COMPOUNDS IN CASTANHOLA FLOUR

The castanhola flour was subjected to bioactive constituent extraction according to the
methodology described by Silva et al. [25] with some modifications. Initially, 1 g of castanhola
flour was weighed into a Falcon tube and 10 mL of 80% ethyl alcohol was added. Then, the
tube with the mixture was vortexed (Logen Scientific, model LSM56-11-VM, Fortaleza/Ceara,
Brazil) for 60 seconds and then left to rest in the absence of light at room temperature (23 £1
°C) for 24 hours. Afterwards, the mixture was filtered through 125 mm Whatman filter paper,
and the volume was made up to 10 mL with the extraction solvent. The extract was collected
in an amber bottle and stored in a freezer at -18 °C until the time of analysis. The extractions

and respective analyzes were performed in triplicate.

Determination of total phenolics

For the determination of phenolics, the colorimetric method described by Liu et al. [26] was
used with some changes: 250 pL of extract was mixed with 1250 pL of 10% Folin-Ciocalteau
reagent, vortexed (Logen Scientific), and stored at room temperature (23 £1°C) in the absence
of light for 6 min. 1000 pL of 7.5% sodium carbonate solution was then added. The mixture
was taken to a water bath (Novatecnica®) at 50°C for 5 min. The absorbance was read at 765

nm using a spectrophotometer (BEL Photonics). The total phenolic compound content of the
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samples was determined using a standard curve prepared with gallic acid (Sigma). Results were
expressed in mg equivalent of gallic acid (EGA) per hundred grams of dry sample (mg
EGA/100 g).

Determination of total flavonoids

Determination of total flavonoids was performed according to the colorimetric method
proposed by Zhishen; Mengcheng; and Jianming [27]. The total flavonoid content of the flour
extract was determined using a standard curve of catechin equivalents (EC) - Sigma. Results
were expressed as mg equivalent of catechin (EC) per hundred grams of castanhola flour based
on dry weight (mg EC/100 g).

Antioxidant activity - FRAP method

The methodology described by Benzie; Strain [28], adapted by Pulido, Bravo and Saura-
Calixto [29] was used. The absorbances were read in a spectrophotometer (BEL Photonics) at
593 nm. To determine the antioxidant activity (FRAP) of the castanhola extract, a calibration
curve with Trolox was used and the results expressed in pumol of Trolox /g of sample.

Antioxidant activity: ABTS** method

The methodology of Surveswaran et al. [30] was used with some changes. First, the
ABTS radical was formed through the reaction of ABTS** solution at 7 mM with 140 mM
potassium persulfate solution while incubated at 25°C in the dark for 12-16 h. After the
formation of the radical, it was diluted in distilled water to obtain an absorbance value of 0.800
(x 0.020) at 734 nm. From the castanhola extract sample, four different dilutions were prepared,
in triplicate. In a dark environment, an aliquot of 100 pL of the extracts was transferred to a test
tube, and 500 uL of the ABTS radical was added. Subsequently, the test tubes were kept in the
absence of light for 6 min and the reading was taken at 734 nm in a spectrophotometer (BEL

Photonics). As a reference, Trolox was used and the results expressed in uM trolox /g of sample.
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IN VIVO TESTS

Animals and diet

The experimental protocol used compliesd with the Guidelines for the Care and Use of
Experimental Animals, and was submitted and approved by the Committee on Ethics in the Use
of Animals - CEUA of the Center for Rural Health and Technology - CSTR/UFCG, CEP
108/2017, Protocol n° 53/2020.

Thirty-five older male Wistar rats, aged 1 year and 5 months, with an average weight of
368 g, from the Animal Facility of the Federal University of Pernambuco (UFPE) - Department
of Nutrition were used. The animals were placed in collective polyethylene cages at the
Experimental Nutrition Laboratory of the Center for Education and Health (CES) at UFCG -
Cuité campus, maintaining a uniform weight standard for each group, and with monitored
temperature (22 = 1°C), humidity 65 + 5%, air, and 12-hour light/dark cycle, the light phase
being from 6:00 am to 6:00 pm, and feed (Presence®, Paulinia, S&o Paulo, Brazil) and water ad
libitum.

The animals were divided into 3 groups (all receiving water and feed ad libitum): the
Control Group (CG) received distilled water (without castanhola flour); Flour 500 (F500) —
received by gavage 500 mg of a castanhola/kg of weight animal and Flour 1000 (F1000) —
received 1000 mg of a castanhola/kg of weight animal. This treatment was carried out to allow
the comparison between the consumption of different doses of castanhola flour, which
represents the addition of a source of antioxidants, in relation to the control group. The five-
week treatment duration was based on the study by Soares et al. [31] who observed a reduction
in oxidative stress in rats administered acai seed extract. The dosage was defined from studies
also administering source matrices of phenolic compounds: Pereira [32] that supplemented 500
mg/kg of acai pulp in male rats and obtained anxiolytic effects when associated with exercise;
and ElI Morsy, Ahmed, and Ahmed [33], who administered 1000 mg of acai extract and
observed a reduction in malondialdehyde levels and an anti-inflammatory effect in rats. The
calculation for administration of the solution was performed daily according to the animal's
weight, obeying 3 mL /kg of animal weight (F1000) and 1.5 mL/kg of weight (F500).
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Behavioral Tests

After five weeks of administration of diet, anxiety and memory behaviors were
evaluated. First, the open field test (OF) was performed, this aims to verify ambulation
parameters, rearing behavior, grooming, and defecation time [34]; then the Elevated Cross
Maze test (ECM) [35] and Light Dark Box test (LDB) [36] were applied.

To assess memory, the Open Field Habituation test was used [37]; to test short and long-
term memory the Object Recognition test was used [38], and to assess the spatial memory of

the rodents, the Morris Water Maze test was used.

Euthanasia

After completion of all behavioral tests, the animals were fasted for 8 hours and
subsequently euthanized by decapitation for brain removal. For analysis of brain
malondialdehyde (MDA) content, the organ was manually divided into a strip, using a scalpel
blade. The right hemisphere of the brain was used in a longitudinal section in the anteroposterior
direction. After this procedure, the tissue was weighed and placed on a surface with ice and
then kept at -18 °C until analysis.

Oxidative Stress - Malondialdehyde (MDA)

To assess oxidative stress, malondialdehyde levels were measured in the brains of the
aged rats. The MDA content was performed by the method described by Esterbauer and

Cheeseman [39] and the results expressed in nmol /g tissue.

Determination of the Fatty Acids Profile in the Brain

The lipid extract was obtained using the Folch et al. [23] method, and from this extract,
methyl esters were acquired through esterification according to the methodology of Hartman
and Lago [40]. Identification and quantification of methyl esters was then performed in a Ciola
& Gregori Ltda gas chromatograph (CG-Master model) with a flame ionization detector, and
characterization of the fatty acids was performed by comparing the spectra obtained with

standards that were also injected into the GC-MS.
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STATISTICAL ANALYSIS

Results were expressed as mean + SEM (standard error of the mean) analyzed by one-
way ANOVA, followed by Tukey's test. Significance level for rejection of the null hypothesis
of p<0.05 was considered.

RESULTS

CASTANHOLA FLOUR: PHENOLIC COMPOUNDS, FLAVONOIDS AND TOTAL
ANTIOXIDANT ACTIVITY

The results for determination of phenolic compounds, flavonoids, and total antioxidant

activity of castanhola flour can be seen in Table 1.

Table 1 — Total phenolics content, total flavonoids, and antioxidant activity of castanhola
flour

Parameter Castanhola Flour
Total phenolics (mg EGA/100 g) 106.60+0.01

Total Flavonoids (mg EC/100 g) 4.60£0.03

ABTS (umol TEAC/g) 13.06 + 0.01
FRAP (umol TEAC/g) 2.07+0.02

Values are expressed as mean and standard deviation. EGA: equivalent of gallic acid; CE: Catechin equivalent;
TEAC: Trolox equivalent antioxidant capacity

BEHAVIORAL TESTS: ANXIETY

Open field

Locomotion (Figure 1A), represented by the number of crossings in the Open Field was
higher for the F500 (104.2) and the F1000 (100.85) groups as compared to the Control - CG
(71.29) (p<0.05). For the number of head rearings (Figure 1B) the highest record was for the
F1000 group (5.6) which differed (p<0.05) from the F500 (3.71) and CG (2.29) groups. For the
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grooming parameter (Figure 1C), the F1000 group presented the lowest record (23.12) differing
(p<0.05) from the F500 (40.10) and the CG (82.32) group.

As to the number of entries in the central area (Figure 1D), the groups supplemented
with pulp presented the highest numbers: F500 (4.25) and F1000 (3.83); differing (p<0.05) from
the CG (3.11). The time spent in the center area (Figure 1E) was longer for the F1000 group
(9.12) which differed (p<0.05) from the F500 (6.19) and CG (5.37) groups.

Figure 1 — Effect of Terminalia catappa Linn flour on aged rats in the CA test: ambulation
(A), rearing (B), self-cleaning (C), number of entries in the central area (D), time spent in
the central area (E)
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Values expressed as mean + SEM (one way ANOVA) followed by Tukey’s test, different letters mean significant
difference p<0.05. CG = Control group; F500 = group treated with 500 mg of flour; F1000= group treated with
1000 mg of flour.

Elevated cross maze

The number of entries in the open arms (Figure 2A) was higher for the animals that
received the pulp: the F500 group (4) and the F1000 group (4.2) which presented differences
(p<0.05) as compared to the CG (2). For time spent in the open arms (Figure 2B), the highest
record was for the F1000 group (20.13) which differed (p<0.05) from the F500 (14.22) and the
CG (7.58) group.

The number of head dips (Figure 2C) was also analyzed, which was higher for the F500
group (10.67), and differed from the others: F1000 (8.29) and CG (5.5). For the time spent in
the central area (Figure 2D), the longest stays were recorded for the F500 group (27.50) and the
F1000 group (30.75) p<0.05 as compared to the CG (18.6).
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Figure 2 — Effect of Terminalia catappa Linn flour on elevated cross maze: number of
entries in the open arms (A), time spent in the open arms (B), number of head diapping
(C), time spent in the central area (D)
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Values expressed as mean £ SEM (one way ANOVA) followed by Tukey’s test, different letters mean significant
difference p<0.05; CG = Control group; F500 = group treated with 500 mg of flour; F1000= group treated with
1000 mg of flour.
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Light-Dark Box

For the time spent on the lighted side of the box (Figure 3A), the longest permanence
was noted for the F500 group (1.20) and the F1000 group (1.28) which differed (p<0.05) from
the CG (0.40). For the time on the dark side (Figure 3B) there was no disparity (p>0.05) between
any of the groups: CG (4.89); F500 (3.94); F1000 (3.83). As for the number of transitions
(Figure 3C), the F1000 group presented the highest record (7.75) differing (p<0.05) from the
F500 group (5.57) and the CG (4.14).

Figure 3 — Effect of Terminalia catappa Linn flour on aged rats in light-dark box: time in
the light area of the box (A), time in the dark area of the box (B), number of transitions
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Values expressed as mean + SEM (one way ANOVA) followed by Tukey’s test, different letters mean significant
difference p<0.05.; CG = Control group; F500 = group treated with 500 mg of flour; F1000= group treated with
1000 mg of flour.

BEHAVIORAL TESTS: MEMORY

Open field

The object recognition test was applied to assess short-term (Figure 4A) and long-
term (Figure 4B) memory. For the short-term memory results, it was observed that the F1000
group presented the highest exploration index (0.75) and differed (p<0.05) from the F500 group
(0.64) and the CG (0.48).

For long-term memory (Figure 4B) the flour groups presented the highest rates: the
F500 group (0.72) and the F1000 group (0.74), with a difference (p<0.05) as compared to the
CG (0.42).

Figure 4 — Effect of Terminalia catappa Linn flour on aged rats in CA: rate of exploration
of the new and familiar object in short-term (A) and long-term (B) memory
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Values expressed as mean + SEM (one way ANOVA) followed by Tukey’s test, different letters mean significant
difference p<0.05; CG = Control group; F500 = group treated with 500 mg of flour; F1000= group treated with
1000 mg of flour.
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Water maze

During the 3 days of training, in all repetitions, no changes were observed in the time
of arrival of the animal to the platform. With the exception of the 2nd trial on the 1st day, the
F1000 took the shortest time to find the platform, differing (p<0.05) from the CG and F500
(Figure 5).

Figure 5 — Effect of Terminalia catappa Linn flour on aged rats in WM: Time to find
plataform (s)

70 o
TRIAL
& o
é 50 +o —8—CT
=]
b= --0-- F500
= .
%, A0 s —+—F1000
& 301
(=]
N
2 20 +
= s a a
b= 10 +o a " ga %a a 2
a a a a
0 { |
1 2 3 4 5 6 ] 8 9 10 11 12
Day 1 Day 2 Day 3

Values expressed as mean + SEM (one way ANOVA) followed by Tukey’s test, different letters mean significant
difference p<0.05. CG = Control group; F500 = group treated with 500 mg of flour; F1000= group treated with
1000 mg of flour.

On the 4° day of the test, the F500 animals showed the shortest time to locate the
region referring to the platform (Figure 6), differing (p<0.05) from the CG. The F1000, in turn,
did not differ (p>0.05) from the CG or the F500. Regarding the distance covered during the
test, the F500 animals showed the highest indicator differing (p<0.05) from the CG. The F500
and F1000 did not differ from each other (p>0.05).



68

Figure 6 — Effect of Terminalia catappa Linn flour on aged rats in WM: Escape latency to
target entry (s), total distance traveled (m)
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Values expressed as mean = SEM (one way ANOVA) followed by Tukey’s test, different letters mean significant
difference p<0.05. CG = Control group; F500 = group treated with 500 mg of flour; F1000= group treated with
1000 mg of flour.

OXIDATIVE STRESS ANALYSIS: MALONDIALDEHYDE (MDA)

As shown in Figure 7, it can be seen that the F500 group and the F1000 group
presented the lowest concentrations of MDA: F500 (80.08) and F1000 (86.33) respectively,
differing (p<0.05) from the CG (276.44).

Figure 7— MDA levels in the brain of aged rats treated with Terminalia catappa Linn
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Values expressed as mean + SEM (one way ANOVA) followed by Tukey’s test, different letters mean significant
difference p<0.05. CG = Control group; F500 = group treated with 500 mg of flour; F1000= group treated with
1000 mg of flour.
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FATTY ACIDS PROFILE IN THE BRAIN

The levels of saturated fatty acids identified were higher for the F500 and F1000 groups
than the CG (p<0.05). The F500 and F1000 showed the highest concentrations of palmitic and
stearic. For the total saturated fat content, increases of 155.71% (F500) and 92.96% (F1000)
were found in relation to CG (Table 2).

Also, F500 and F1000 showed an increase in oleic and erucic fat compared to CG. As
for palmitoleic acid levels, F500 exhibited a lower concentration compared to CG, F1000 was
not detected. For the total monounsaturated fat content, increases of 154.23% (F500) and
83.71% (F1000) were recorded in relation to CG.

Polyunsaturated (linoleic, arachidonic and docosatetraenoic acids) were higher in F1000
brains than in CG. However, F500 showed lower levels of linoleic and arachidonic when
compared to CG. For the total polyunsaturated fat content, increases of 3.29% (F500) and
30.43% (F1000) were observed when compared to CG.

Table 2 — Composition of fatty acids present in the elderly brain treated with Terminalia
catappa Linn flour

Groups
Fatty acids (%) CG F500 F1000
SATURATED
Myristic acid C14:0 - - -
Palmitic acid C16:0 8,67 22,17 16,66
Stearic acid C18:0 8,87 23,25 16,94
Behenic acid C22:0 - - -
Lignoceric acid C24:0 - - -
Outhers 0,93 1,81 1,99
Total Saturated 18,47 47,23 35,59
MONOUNSATURATED
Palmitoleic acid C16:1w7c 0,24 0,11 -
Vaceenic acid C18:1w7c - - -
Oleic acid C18:1®9 9,47 24,09 17,20
Gondoic acid C20:1»9 - - -
Erucid acid C22:1»9 1,65 4,68 3,67
Outhers
Total Monounsaturated 11,36 28,88 20,87

POLYUNSATURATED
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Linoleic acid C18:2w6¢ 0,78 0,74 1,73
Eicosadienoic acid C20:2w6 -

Dihomo-,-linolenic acid C20:3 w6 - - -
Arachidonic acid C20:4w6c 3,90 3,74 5,13

Docosatetraenoic acid C22:4 ©6 0,96 1,57 1,67
Docosahexaenoic acid C22:6®3 471 4,64 4,97
Total Polyunsaturated 10,35 10,69 13,50

Values not expressed: LOD (below the limit of detection. Values expressed in percentage.

DISCUSSION

Terminalia catappa Linn, popularly known as castanhola, is a source of phytochemicals,
flavonoids, and tannins that give the matrix antioxidant, gastroprotective, and hypoglycemic
potential [16]. The pigmentation of its fruit results from the presence of anthocyanins [41], also
found in acai and currants that have demonstrated beneficial effects on rodent behavior [42,
43]. Castanhola bark extract has already demonstrated anti-inflammatory [44] and
immunomodulatory effects in rats [45]. Despite this, the fruit has not yet been evaluated for its
possible effects on rodent behavioral parameters. Our research sought for the first time, to
analyze anxiety, memory, and lipid peroxidation indicators in the brain of elderly rats
administered with castanhola pulp flour.

Before the in vivo tests, analysis of the physicochemical composition and evaluation of
the antioxidant activity of the flour were performed. The flour presented lower values of
moisture, pH, and lipids, than those found in fresh pulp [20]. In our research the composition
of bioactives obtained was: 106.6 £0.01 mg EGA/100 g of total phenolics; and 4.6 £0.03 mg
EC/100 g, values lower than those obtained by Dos Santos et al. [46] to the pulp: respectively
142.33 £15.5 mg GAE/g and 43.52 +0.37 mg/100g, for phenolics and flavonoids. Differences
in fruit compositions may occur due to soil conditions, climate, and ascorbic acid content [47]
and drying process. The castanhola flour compounds exhibited antioxidant activity in the FRAP
(2,07 £0,02) and ABTS (13,06 + 0,01) assays. Marques et al. [20] analyzed castanhola for free
radical scavenging capacity through the DPPH assay, and found a record for antioxidant activity
in the ripe fruit.

After proving the antioxidant activity of castanhola in our research, we began
administration the rats with the flour. For anxiety-like behavior, there are several methodologies
already used in rodent research [43]. We used the open field test, elevated plus maze, and the
light-dark box. Our data indicated that both doses (500 and 1000 mg) present anxiolytic-like
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effect in rats (in all tests). Initially, we used the open field to analyze the exploratory behavior
of the rodents [44], assessing both ambulation and rearing. Ambulation analyzes the immobility
of the animal as associated with anxiety. The greater the anxiety, the less exploration of the
apparatus central region. The same happens in rearing, the lower the number of head rearings,
the greater the anxiogenic-like behavior [45, 46].

In our research the F500 and F1000 groups moved around more and performed more
rearing, indicating anxiolytic-like behavior. Similar activity was verified by Shan et al. [47] in
which mice submitted to an aging process and treated with purple sweet potatoes, also a source
of anthocyanins, such as the castanhola [41] The treated animals showed an increase in the
concentration of synaptic proteins, a decrease in oxidative stress and a delay in lipid
peroxidation. Such results were associated with the antioxidant activity of anthocyanins that
could minimize the oxidative damage that occurred due to the reduction of free radicals, down-
regulation of the expression of COX-2, of the iNOS protein and inhibition of the nuclear
translocation of NF-[kappa] B. Therefore, these data show the importance of anthocyanins for
the brain, especially in aging [47].

Still in the open field, the grooming parameter was evaluated, which associated with
aversive situations; therefore, anxious animals have higher rates of this behavior [48, 49]. Here,
the animals treated with castanhola flour performed less grooming, thus, the reduction of this
parameter was associated with greater exploration of new environments, this was also found in
our study, and is interpreted as a reduction in anxiety [46]. In a study by Pereira [50], 120-day-
old male rats were supplemented with 500 mg of acai and presented no grooming changes. This
is likely associated with the treatment period, which was only 7 days, our research used an
administration period of 5 weeks.

Exploration of the open and closed arms, the central area, and the number of head dips
are observed in the elevated plus maze. These measures are used to assess anxiety, and since
rats are nocturnal creatures, they have a natural tendency to stay in the closed arms, which
would be the most protected environment. On the other hand, greater exploration of the open
arms, the central area, and a greater number of head dips (the animal places its head below the
apparatus in the open arms and explores the environment), are indicative of anxiolytic-like
behavior [50, 51, 52]. These behaviors were observed; the rats treated with Terminalia flour
catappa Linn explored the open arms and central area more, and exhibited more head dips. In
a study developed by Signor et al. [54] anxiolytic effect was also observed in the elevated plus
maze, the reduction of anxiety was associated with the supplementation of 200 mg/kg of

anthocyanins in aged rats, administered over a period of 7 days. Girish et al. [55] also obtained
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reduced anxiety in the EPM, the mice were treated with ellagic acid, a flavonoid that seems to
act as an agonist at the benzodiazepine site. Ellagic acid is also present in castanhola [56] and
this mechanism of action might justify the findings of our research as well.

Anxiety analysis can also be performed using the light/dark box, where a shorter stay in
the lighted compartment indicates anxiety [57]. This behavior is based on two factors: the rat is
interested in exploring new environments and is naturally afraid of bright illuminated areas
[58]. Thus, according to our findings, the greater number of transitions and exploration of the
lighted side of the box by the F500 and F1000 groups demonstrated anxiolytic effects. These
results are possibly associated with the antioxidant potential of castanhola flour identified in
this research, with its ability to reduce iron, and capture the ABTS free radical. The myricetin
identified in the extract of the castanhola fruit [21] has already been able to eliminate several
radicals and ions, act against proteins related to aging (tau) and inflammatory process
(inhibiting NF-kB), attenuate anxiety in several models behavior in mice [59], restore BDNF
levels and promote antioxidant action in the rat hippocampus [60].

Flavonoids also act on the Central Nervous System by binding to GABAergic and
serotonergic receptors, this has already been demonstrated in rats [61]. The interaction causes
an anxiolytic response and muscle relaxation, but without side effects as can occur with the use
of anxiolytic drugs [55, 62, 63]. Among the bioactives with this ability to interact with receptors
are quercetin and rutin [61] which are present in castanhola fruit [21] and possibly explain the
anxiolytic effect obtained with the flour treatments used in our research.

The influence of castanhola flour on rodent memory was also evaluated. As already
reported in the literature, fruits rich in anthocyanins such as acai, black currant and blueberry
can help prevent neurodegenerative processes [43]. The role of these flavonoids has already
been identified in Alzheimer's and Parkinson's disease, multiple sclerosis, and cerebral
ischemia. They also protect the neural membrane from toxic compounds [64].

These effects are related to the fact that anthocyanins act by reducing oxidative stress
and neuroinflammation. Anthocyanins activate brain-derived neurotrophic factor signaling
[64], and stimulate revascularization and vasodilation [65, 66]. As demonstrated by Malin et al.
[42], memory loss was prevented in elderly rats that received a blueberry-rich diet, this stresses
the importance of further neurological study with different sources of antioxidants. In addition,
another compound present in castanhola, ellagic acid [56], has already been able to improve
memory deficits in mice with Alzheimer's disease [67], emphasizing again, the importance of

the composition of the castanhola for the findings of our research.
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In the current research, to analyze memory, open field and water maze tests were used.
These are the most used tests to measure cognitive impairment in rodents [68]. The first test
consists of recognition of new objects, and is widely applied in studies related to memory, since
the rat tends to explore the new object at the expense of the familiar object. Its use is important
when looking to analyze the potential effects of supplements, as well as discovering the brain
areas involved in the process [69, 70].

In the Open Field device, both short-term and long-term memory can be evaluated [68].
The groups receiving castanhola flour exhibited greater "new object exploration”, indicating
that the animals had already remembered or considered the familiar object. A similar result was
obtained by Carvalho [71], in which 12-week-old rats were supplemented for 7 days with
anthocyanins from grape skin. The flavonoids promoted a reduction in memory loss,
neutralization of reactive species, protection of the neural membrane, and a decrease in pro-
inflammatory mediators. In a study by Gutierres et al. [66] 3-month-old adult male rats were
supplemented with 200 mg/kg/d of anthocyanins. The treatment was shown to minimize
memory impairment by acting to help regulate enzymes in the cerebral cortex and hippocampus.
Significantly, it also prevented ATP breakdown, which in neurodegenerative diseases is a
common occurrence [72]. The data reinforce the importance of phenolics for memory in aged
rats [42].

The memory was also evaluated in the Morris water maze, the animals that received the
administration of 500 mg of castanhola flour covered the greatest distance in the maze, which
is considered a deficit for learning the task. However, they presented the lowest latency for
locating the platform, indicating memory preservation [73], so the parameters evaluated are not
conclusive, and further studies could be carried out to assess spatial memory. In the study by
Shukitt et al. [74], blueberry extract administered to animals was associated with reduced
latency in rats induced to cognitive impairment. In another study [75] lyophilized agai powder
was able to decrease markers of reactive oxygen species (ROS), in addition, it promoted an
increase in the expression of Nrf2 (nuclear factor derived from erythroid 2) and the activity of
cyclooxygenase (COX). Therefore, polyphenols are able to reduce oxidative stress and the
inflammatory process and increase antioxidant enzymes [75].

Levels of malondialdehyde (MDA), which is the main marker of lipid peroxidation in
aged tissue, were also evaluated [76]. A high concentration of MDA denotes damage to brain
tissue [77]. In our study, a reduction in MDA levels was observed in the F500 and F1000
groups, which is indicative of brain protection against free radicals. Similarly, in other research,

anthocyanins from purple sweet potatoes were associated with decreased malondialdehyde and
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increased antioxidant enzyme activity in mice. Such effects were associated with the ability of
the compound to act by modulating inflammatory mediators, COX-2, and iNOS, and also
inhibiting the NF [kappa] signaling pathway [47].

Fatty acid levels were also measured, and the F500 and F1000 groups presented the
highest concentrations of saturated fat in the brain. It has already been reported that this type of
fat can negatively impact behavior in mice [78]. However, such effects were not found in our
research, probably because these groups also exhibited higher levels of unsaturated, which are
capable of reducing the lipotoxicity induced by saturated [79]. According to Frausto-Gonzalez
et al. [80], fatty acids such as palmitoleic, palmitic, linoleic, oleic, and stearic are responsible
for promoting anxiolytic effects and preventing body weight gain in mice. Rats fed chow
containing w-3 and w-6 PUFAs presented benefits to memory due to the activity of these
polyunsaturates in cannabinoid (CB1) receptor regulation [81].

In previous studies [82, 83] the increase in fatty acids in the brain was associated with
the lipid content of the substance or matrix administered, however, castanhola flour did not
present a significant lipid content (1.38 £0.293). But, according to Broiniz et al. (2008) and
Abreu (2009) matrices with antioxidant potential are also able to reduce the lipid peroxidation
of fatty acids in rat brain tissue, these compounds are able to protect membranes from oxidative
damage [84, 85]. As castanhola flour showed antioxidant potential, this mechanism of action
could elucidate our findings.

In view of the above, our work presents several contributions, since it found that the
fruit of a little used plant exhibited beneficial effects on behavior, memory, and lipid
peroxidation in rats in the elderly phase of life. Further, it may stimulate the development of
new research to evaluate the possible effects of castanhola compounds on anxiety in humans,

as well as its intervention in memory impairment in the elderly.

CONCLUSION

The data from this research demonstrated the importance of Terminalia catappa Linn,
a matrix little applied in the food sector. The flour obtained from the pulp of the castanhola, in
the two dosages used, promoted anxiolytic effect in all tests performed, preserved short and
long-term memory, and attenuated lipid peroxidation in the brain of aged rats, these effects are
associated with the antioxidant bioactive compounds of castanhola. Regarding spatial memory,
further studies should be carried out. Thus, the present work contributed with a behavioral

analysis that encompassed anxiety and different types of memory. With this, it is expected to
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encourage the development of new research that evaluate the mechanisms of action involved in
the Central Nervous System, as well as the application of the fruit in the food and/or

pharmaceutical industry.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

A administracdo da farinha de castanhola para os ratos idosos mostrou potencial efeito
ansiolitico em todos os testes aplicados, preservacdo da memoria a curto e a longo prazo. Houve
também, reducéo dos niveis de MDA indicando menor estresse oxidativo, além do aumento de
acidos graxos monoinsaturados e polinsaturados, refletindo a protecdo da peroxidacdo lipidica
cerebral. Esses resultados podem estar associados a atividade antioxidante apresentada pela
farinha.

Sugere-se que pesquisas futuras abordem o perfil fendlico e quantificacdo de fibras da
farinha da castanhola. Nos ratos, poderia ser determinada a concentracdo de enzimas
antioxidantes. Ademais, como nosso estudo abordou o efeito da castanhola em ratos saudaveis,
outras pesquisas poderiam avaliar os efeitos dessa matriz em patologias, buscando estimular a

sua aplicacdo em produtos alimenticios e/ou farmacéuticos.
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