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RESUMO

Os o6leos vegetais, quando consumidos na dieta materna, podem interferir nos processos de
aprendizagem e memoria e melhorar pardmetros fisicos na prole. O 6leo da Castanha do
Brasil (Bertholletia excelsa), ¢ uma fonte importante de &acidos graxos essenciais €
antioxidantes. Durante o processo de extragdo, obtém-se inicialmente o dleo bruto. Em
seguida, a etapa de refino ¢ realizada visando remover as impurezas e substancias
indesejaveis. Com a presente pesquisa, objetivou-se avaliar o impacto do consumo do 6leo
bruto e refinado da castanha do Brasil. 19 Ratas primiparas da linhagem Wistar (90 dias; 250
+ 50 g) foram previamente acasaladas para a obten¢do dos neonatos. As ratas foram
randomizadas em 3 grupos que receberam os tratamentos por gavagem divididos em: grupo
controle (CG) agua destilada; e os Grupo 6leo bruto (CO) e grupo dleo Refinado (RO)
tratadas com 3000 mg/kg de peso das ratas com 6leo da castanha do Brasil bruto ou refinado.
A suplementa¢do foi administrada por gavagem, do 7° dia de gestacdo ao 21° dia pos-natal
(final da lactagdo). Durante todo o periodo experimental, as fémeas tiveram livre acesso a
racdo padrao (Presence Purina®, Sao Paulo, Brasil) e 4gua. As ninhadas foram padronizadas
em 8 filhotes, sendo preferencialmente 4 fémeas e 4 machos. Para cada grupo, utilizamos:
Controle - CG-M e CG-F (13 machos e 11 fémeas), 6leo bruto - CO-M e CO-F (12 machos e
12 fémeas) e oleo refinado - RO-M e RO-F (14 machos e 15 fémeas). Durante a lactagdo
foram avaliados o perfil de 4acidos graxos do leite materno. A maturagdo reflexa, a
consolidacdo da memoria a curto e a longo prazo através do teste de reconhecimento de
objetos e locomogao foram testados durante a adolescéncia da prole. Além disso, foram
avaliados os pardmetros murinometricos, bioquimicos, marcadores de estresse oxidativo e
histologia hepaticos, além dos indices cardiovasculares e coronarianos. Observou-se que RO
apresentou predomindncia do &cido graxo mono-insaturados (AGMI) e poli-insaturados
(AGPI) no leite materno, bem como, no tecido cerebral da prole, em ambos os sexos, quando
cmparados o CG e CO. O CO apresentou aceleracdo na maturacdo reflexa da prole feminina.
A locomocao foi menor durante a segunda exposi¢ao nos animais do RO e do CG em ambos
os sexos. A taxa de exploracdo de reconhecimento de objetos a curto prazo e a longo prazo foi
maior no CO em relagdo ao CG e no RO comparado aos demais grupos. O 6leo bruto
aumentou o peso corporal, a gordura total e mesentérica e elevou os indices de risco
coronariano e cardiovascular em ambos os sexos, enquanto o 6leo refinado reduziu a gordura
retroperitoneal e diminuiu esses indices. Ambos os dleos alteraram triglicerideos e colesterol
plasmaticos, com melhor perfil lipidico no grupo tratado com o6leo refinado, sobretudo pelo
aumento do HDL. Nas fémeas, o grupo CO-F apresentou maior glicemia, ao passo que RO-F
mostrou menores niveis de glicose. A prole exposta ao 6leo bruto apresentou aumento na
alanina aminotransferase (ALT), maior deposi¢do de acidos graxos saturados e redugdo de
AGMI e AGPI no figado. Conclui-se que a qualidade do o6leo de castanha-do-Brasil,
consumido durante a gestacdo ¢ lactacdo exerce influéncia decisiva sobre a programacao
cognitiva, metabdlica e hepatica da prole. O o6leo refinado apresentou maior seguranga
metabdlica e melhor perfil fisiologico, enquanto o 6leo bruto esteve associado a efeitos
adversos, incluindo alteracdes lipidicas e hepaticas desfavoraveis. A dose utilizada
demonstrou-se tolerada no modelo animal, embora seus efeitos variem de acordo com o tipo
de processamento do o6leo. Esses achados reforgam que o processamento lipidico ¢
determinante para a resposta bioldgica, mas sua extrapolagdo para humanos requer estudos
adicionais.

Palavras-chave: Hepatoprote¢do; Neurodesenvolvimento; Oleaginosa; Programagdo Fetal,
Oleo Refinado.



ABSTRACT

Vegetable oils, when consumed in the maternal diet, can interfere with learning and memory
processes and improve physical parameters in the offspring. Brazil nut oil (Bertholletia
excelsa) is an important source of essential fatty acids and antioxidants. During the extraction
process, crude oil is initially obtained, followed by a refining step aimed at removing
impurities and undesirable substances. The present study aimed to evaluate the impact of
consuming crude and refined Brazil nut oil. Nineteen primiparous Wistar rats (90 days old;
250 + 50 g) were previously mated to obtain the neonates. The rats were randomized into
three groups that received treatments by gavage: the control group (CG), which received
distilled water; the crude oil group (CO); and the refined oil group (RO), both treated with
3000 mg/kg body weight of crude or refined Brazil nut oil. Supplementation was administered
by gavage from gestational day 7 to postnatal day 21 (end of lactation). Throughout the
experimental period, the dams had free access to standard chow (Presence Purina®, Sao
Paulo, Brazil) and water. Litters were standardized to eight pups, preferably four females and
four males. For each group, we used: Control — CG-M and CG-F (13 males and 11 females);
crude oil — CO-M and CO-F (12 males and 12 females); and refined oil — RO-M and RO-F
(14 males and 15 females). During lactation, the fatty acid profile of maternal milk was
evaluated. Reflex maturation, short- and long-term memory consolidation using the object
recognition test, and locomotion were assessed during adolescence in the offspring. In
addition, murinometric and biochemical parameters, oxidative stress markers, hepatic
histology, and cardiovascular and coronary indexes were evaluated. It was observed that RO
exhibited a predominance of monounsaturated (MUFA) and polyunsaturated fatty acids
(PUFA) in maternal milk, as well as in the offspring’s brain tissue in both sexes, when
compared with CG and CO. The CO group showed accelerated reflex maturation in female
offspring. Locomotion was reduced during the second exposure in RO and CG animals of
both sexes. Short- and long-term object recognition exploration rates were higher in the CO
group compared with CG, and in RO compared with the other groups. Crude oil increased
body weight, total and mesenteric fat, and elevated coronary and cardiovascular risk indexes
in both sexes, whereas refined oil reduced retroperitoneal fat and lowered these indexes. Both
oils altered plasma triglycerides and cholesterol, with a better lipid profile observed in the
refined oil group, particularly due to increased HDL. In females, the CO-F group exhibited
higher glycemia, while RO-F showed lower glucose levels. Offspring exposed to crude oil
showed increased alanine aminotransferase (ALT), greater deposition of saturated fatty acids,
and reduced MUFA and PUFA in the liver. In conclusion, the quality of Brazil nut oil
consumed during gestation and lactation exerts a decisive influence on the cognitive,
metabolic, and hepatic programming of the offspring. Refined oil demonstrated greater
metabolic safety and a more favorable physiological profile, whereas crude oil was associated
with adverse effects, including unfavorable lipid and hepatic alterations. The administered
dose was tolerated in the animal model, although its effects varied according to the type of oil
processing. These findings reinforce that lipid processing is a key determinant of biological
responses; however, extrapolation to humans requires further investigation.

Keywords: Oilseed; Neurodevelopment; Hepatoprotection; Progeny.
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1 INTRODUCAO

A nutricdo materna constitui um dos principais determinantes do crescimento e
desenvolvimento adequado da prole, influenciando a construcdo tecidual e a trajetoria
metabdlica ao longo da vida (BURTON, 2016; MENNITTI et al., 2018). No ambito da
hipotese DOHaD (Developmental Origins of Health and Disease), reconhece-se que estimulos
ambientais durante periodos criticos, como gestagdo e lactacdo, podem desencadear processos
de programacao fetal capazes de modificar respostas epigenéticas, metabolicas e fisiologicas
de forma duradoura (Rudloff, S. et al. 2022). Entre esses estimulos, a ingestdo de lipidios
destaca-se por sua contribui¢do tanto na formacao estrutural dos tecidos quanto na regulacdo
de vias envolvidas no neurodesenvolvimento e no metabolismo energético (MENNITTI et al.,

2018).

A adequada ingestdo de lipidios maternos, especialmente de acidos graxos essenciais
(AGE), tem sido associada a efeitos benéficos sobre parametros cardiometabolicos e
fisiologicos da prole, incluindo reducao de desfechos vinculados a sindrome metabdlica,
como adiposidade visceral, intolerancia a glicose e dislipidemias (LIU et al., 2020; MELO et
al., 2019; SOUZA-VITAL et al., 2023). Os AGE apresentam expressiva relevancia bioldgica
por integrarem a composi¢do dos fosfolipidios de membrana, participarem da estruturagdo
neuronal e influenciarem propriedades como a fluidez da membrana neural, a integridade da
barreira hematoencefalica ¢ a modulacdo de sistemas de neurotransmissao (YANG et al.,
2019; WANG et al., 2018). Evidéncias adicionais apontam que a ingestdo desses acidos
graxos se associa positivamente ao desenvolvimento fisico, aos processos de memoria e
aprendizagem, a reducdo de inflamag¢do no tecido adiposo e a modulagdo da composi¢do, com
repercussoes sobre o perfil imunologico e metabolico (MEDEIROS et al., 2015; MELO et al.,
2019; BALDELLI et al., 2024; BROWN et al., 2023).

Nesse contexto, destaca-se a castanha-do-Brasil ( Bertholletia excelsa ), alimento
caracteristico da regido Amazonica, reconhecido por seu elevado teor de AGE,
particularmente acidos graxos poli-insaturados, além de compostos antioxidantes capazes de
influenciar processos imunologicos e inflamatérios (SANTOS et al., 2013; NETO et al., 2018;
FERREIRA et al., 2020). O 6leo extraido dessa semente pode ser obtido na forma bruta —
resultado da extracao direta da fracdo lipidica — ou submetido ao processo de refino, que
remove impurezas; tais como: ceras, fosfolipidios, dgua, poeira, acidos graxos livres (AGL),

glicerideos parciais, produtos de oxidacdo, pigmentos e compostos contendo metais pesados)
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e garante seguranca ao consumo humano (SULIHATIMARSYILA et al., 2020). Embora
necessario para padronizagdo e estabilidade, o refino pode ocasionar perdas nutricionais
significativas, reduzindo a concentragdo de AGE e compostos bioativos, como os polifenois
(HEW etal., 2021).

A distin¢do entre 6leo bruto e refinado apresenta relevancia biologica, uma vez que a
literatura indica que o processamento pode modificar o impacto fisioldgico do oleo vegetal de
buriti quando consumidos em periodos criticos do desenvolvimento (Medeiros et al., 2015)
observaram que o consumo materno de 6leo bruto de buriti durante a gestacdo e lactagdo
promoveu atraso na maturacdo somadtica e reflexa da prole, enquanto o dleo refinado

demonstrou efeitos menos acentuados sobre pardmetros neuromotores. Esses resultados

sugerem que caracteristicas especificas do Oleo bruto — como maior teor de AGE e
antioxidantes — podem intensificar sua influéncia sobre mecanismos associados ao
neurodesenvolvimento.

Considerando a expressiva relevancia nutricional do 6leo de castanha-do-Brasil, sua
composi¢ao funcional e a escassez de estudos que avaliem o impacto do consumo materno
desse alimento durante a gestacdo e lactacdo, torna-se pertinente investigar seus potenciais
efeitos sobre o desenvolvimento da prole.

Assim, este estudo teve como objetivo avaliar os efeitos do consumo materno do 6leo
bruto e do o6leo refinado de castanha-do-Brasil sobre a maturagao ¢ o desenvolvimento do
sistema nervoso, a memoria, € os parametros fisicos, bioquimicos e histoldgicos da prole de

ratos de ambos 0S sexos.
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2. OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos do consumo materno do 6leo bruto e refinado da castanha do
Brasil sobre o desempenho de memoria, saude hepatica e parametros fisicos na prole de ratas

tratadas durante a gestacdo e lactacao.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar fisico-quimica e perfil de acidos graxos dos 6leos bruto e refinado;

e Mensurar o ganho de peso e consumo alimentar das maes e da prole;

¢ Quantificar as reservas de gorduras corporais materna;

e Avaliar os pardmetros bioquimicos e murinometricos da prole;

e Analisar os parametros cardiovasculares e de risco coronariano da prole;

e Analisar os niveis de colesterol e triglicerideos do tecido hepatico e das fezes da prole;

e Avaliar a integridade do tecido hepatico da prole por meio de marcadores

bioquimicos, de peroxidacdo lipidica e analise histologica;

e Avaliar a matura¢do do sistema nervoso da prole durante o periodo de lacta¢do por
meio do teste de ontogenia reflexa;

e Avaliar a memoria ndo associativa, de reconhecimento e espacial da prole;

e Verificar o perfil dos 4cidos graxos do leite materno, como também do figado e

cérebro da prole.
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3 REVISAO DE LITERATURA
3.1 OLEO DA CASTANHA DO BRASIL

A castanha do Brasil € a Uinica espécie do género monotipico Bertholletia, A espécie
pertence a familia Lecythidaceae, que engloba cerca de 300 espécies, distribuidas em 25
géneros. A familia é constituida por plantas lenhosas, originarias da América do Sul,
Madagascar, sudeste da Asia e Africa Ocidental, com maior diversidade na regido neotropical.
A quase totalidade das lecitidaceas sdo arvores ou arbustos, com reduzido numero de lianas.
No Brasil a familia esta representada por dez géneros e, aproximadamente, 150 espécies,
predominantemente encontradas na regido Norte (EMBRAPA). O nome castanha-do-brasil
que, a partir do inicio da década de 1960 passou a ser de uso mais frequente, principalmente
em trabalhos técnico-cientificos e em documentos oficiais, deve-se ao fato de que no mercado
internacional, principalmente no Reino Unido e na América do Norte, esse produto ¢
conhecido como brazil nut, ou seja, castanha-do-brasil. Assim sendo, o Governo Brasileiro,
por meio do Decreto n° 51.209, de 18 de agosto de 1961, CARACTERISTICAS
BOTANICAS: Arvore de porte elevado (Figura 1), com altura de 30 a 50m e tronco retilineo,
de 100 a 180cm de diametro, casca rigida, grossa e rimosa. Excepcionalmente a planta pode
atingir 60m de altura (Miiller et al., 1995; Lorenzi, 1992; Cavalcante, 2010). As folhas sdo
simples, alternas, deciduas, com apice acuminado, base arredondada a subcuneada, margens
inteiras ou fracamente onduladas. O peciolo ¢ cilindrico canaliculado, com 5 a 6cm de
comprimento e o limbo oblongo com 25 a 35cm de comprimento ¢ 8 a 12cm de largura. As
folhas sdao reticuladas e com nervuras levemente aveludadas na parte abaxial. Sdo de
coloracdo verde- -escura quando completamente maduras e de coloragdo arroxeada quando

imaturas.

FIGURA 1 - Aspecto de planta de Bertholletia excelsa. Fonte: Afonso Rabelo-COBIO/INPA
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E nativo das florestas amazonicas, no norte da América do Sul. Bolivia e Brasil sdo
atualmente os principais produtores de castanha do Brasil em todo o mundo. Semelhante as
outras castanhas, os frutos da castanha do Brasil também tém casca dura e lenhosa, mas
diferentemente podem pesar até¢ 2 kg e conter até 24 sementes cada (Fig. 2). O teor de 6leo
em sementes de castanha do Brasil é acima de 60%. Assim, as variagdes nos teores de 6leo e
composicdes de acidos graxos (AQG) relatadas na literatura sdo possivelmente devido a
procedéncias geograficas e ambientes de cultivo (MUNIZ et al.,2015; ALBERGAMO et al.,
2018; FERREIRA et al., 2020; MAESTRI, 2020).

O o6leo da castanha do Brasil pode ser extraido a partir da amendoa obtendo o 6leo
bruto que posteriomente pode passar pelo processo de refino, obtendo-se o 6leo refinado (Fig.
3). Os tipos de processo podem influenciar suas caracteristicas. Fatores como exposicao das
améndoas ao ar, luz, calor, exposicdo do material a reagentes, variagdes de temperatura,
contribuem para diminuir a qualidade do produto e podem interferir na estabilidade do 6leo
contribuindo para torna-lo menos estdvel as mudancas da atmosfera e a aumentos de
temperatura (MUNIZ et al.,2015). O o6leo bruto ¢ extraido, normalmente por meio de
prensagem a frio, o que nao degrada os compostos bioativos, porém, o rendimento costuma

ser pequeno (30-40%). (FERREIRA et al., 2020).

Mesmo com a evolucdo da industria, hd uma preocupagdo na producao do 6leo bruto
das oleaginosas. Um manuseio inadequado dessas améndoas na pods-colheita pode levar a
oxidagdo do dleo, diminuindo sua qualidade nutricional e sensorial. Entdo, faz-se necessario a
realizagdo do refino desses Oleos vegetais, que tem como objetivo remover impurezas
presentes, como os fosfolipidios (causa descoloracao e € o principal fator do sabor estranho no
6leo) e os 4acidos graxos livres a um nivel aceitavel, tornando assim, o 6leo seguro para o

consumo humano (SULIHATIMARSYLA at e/.,2019).

O processo de refino de dleos vegetais ¢ um conjunto de processos que visam tornar
6leos brutos mais puros, tratando de preservar no maior grau possivel a qualidade dos
constituintes essenciais, melhorando a aparéncia, odor e sabor do 6leo bruto (BUTHELEZI et
al., 2019). As principais impurezas sdo: agua, poeira, acidos graxos livres (AGL), glicerideos
parciais, produtos de oxidacdo, pigmentos e compostos contendo metais pesados. Essas
impurezas sao removidas pelo processo de refino quimico de 6leos vegetais que incluem:
degomagem, neutralizacdo, lavagem, secagem, branqueamento, filtragdo e desodorizacdo

(ALBERGAMO et al., 2018).
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Fig. 2: Castanha do Brasil (Bertholletia excelsa) e seu 6leo bruto
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Fig. 3 : Processo de refino

O refino convencional destroi os carotenoides naturais devido a alta temperaturas de
processamento de 260°C durante as etapas de desacidificacio e desodorizagio
(SULIHATIMARSYILA et al., 2020). Em alguns casos uma técnica adicional para a extragao
utilizando solventes organicos apolares pode ser aplicada, contudo, apresentam riscos, tais
como: toxicidade, residuos, necessidade de remogdo completa, impacto ambiental. Muitas
vezes com temperaturas elevadas, para aumentar a eficacia da técnica. Porém, acidos graxos
que apresentam apenas uma insaturagao, como o acido oleico tdo abundantemente presente no
6leo de castanha do Brasil, sdo muito suscetiveis a oxidacao lipidica por altas temperaturas ou

luz, causando sabores e odores desagradaveis (FERREIRA ef al., 2020).

Sempre que esses solventes sdo utilizados, torna-se necessario um tratamento
adequado para eliminar os solventes presentes na extracdo, bem como o tratamento dos

residuos de extragao.


https://www-sciencedirect.ez15.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S2666016420300335#!
https://www-sciencedirect.ez15.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S2666016420300335#!
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Para minimizar o uso de solventes toxicos e priorizar a qualidade do 6leo obtido,
pesquisas utilizam extracao com fluido supercritico (temperatura e pressao acima dos pontos
criticos, auséncia de solventes toxicos;) e subcritico (temperatura abaixo dos pontos criticos
obtendo um oleo de maior pureza, seletividade) podendo ser utilizadas também em outras
matrizes (ZANQUI et al., 2020). Ja a desacidificagdo quimica com um solvente polar ndo ¢
preferivel para uso em indistrias alimenticias devido a questdes de seguranca
(SULIHATIMARSYILA et al., 2020).

Considerando o exposto, ¢ preferivel que se tenha a preocupagdo para com a
estabilidade e fatores que afetam a qualidade do 6leo, como: exposi¢do a luz, ar, calor e
metais acelera oxidagdo. Outra precupagdo da qualidade do 6leo deve ser a conservagdo da
pos-colheita, que feita inadequadamente pode provocar o processo de rancificagdo e perda de
compostos bioativos, provocando o aumento de peroxidos, aldeidos e hidroperoxidos levando

a degradacao sensorial e nutricional

A determinagdo da composi¢do lipidica, do 6leo de Castanha do Brasil se faz
necessaria, uma vez que a quantificacdo dos acidos graxos (AG) e dos acidos graxos saturados
totais (SFA), acidos graxos monoinsaturados (MUFA) e 4acidos graxos poliinsaturados
(PUFA), na castanha do Brasil, foram discutidos em alguns estudos e podem a composicao de
acidos graxos variam conforme: procedéncia geografica, clima, solo, pds-colheita e
armazenamento. Albergamo et al. (2018) verificaram a presenga predominantemente de
acidos graxos monoinsaturados (70,54%), bem como com outras oleaginosas (améndoa, caju,
avela, noz-peca, pistache). Outros 6leos apresentam composi¢des com predominio de 4cidos
graxos monoinsaturados ou poliinsaturados (castanha do Brasil, noz) e menores quantidades

de acidos graxos saturados. (MAESTRI, 2020).

O elevado teor lipidico da castanha do Brasil (>60%), justifica o interesse cientifico e
tecnoldgico, uma vez que sua composi¢do apresenta geralmente um perfil de para acidos
graxos poliinsaturados, como o 4cido oleico na proporc¢ao de 37,42%, bem como 24,83% dos
acidos saturados como palmitico e estearico, com 13,15% e 10,36%, respectivamente. A
proporcao de acido linoleico poli-insaturado encontrada na avalia¢do foi de 31,4% (MUNIZ,
2015). Doze acidos graxos foram identificados em todos os 6leos de castanha do Brasil. Os
principais acidos graxos foram linoleico, oléico, palmitico e estedrico. O acido linoleico
correspondeu a 40% dos 4cidos graxos totais, variando entre 390 a 410 mg g-' de lipidios

totais (LT), seguido do 4cido oleico com cerca de 275 mg g de LT. O perfil e os valores


https://www-sciencedirect.ez15.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S2666016420300335#!
https://www-sciencedirect.ez15.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S2666016420300335#!
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obtidos na quantificacdo dos acidos graxos em Oleos de castanha do Brasil estdo de acordo

com outros estudos (FERREIRA, 2020).

O alto teor de acidos graxos insaturados presentes no 6leo da castanha do Brasil,
principalmente o oleico, e o 4cido linoleico favorecem a ocorréncia de reagdes de degradagao
oxidativa (MUNIZ, 2015). O &cido oleico ¢ um 4cido graxo de cadeia longa, consistindo de
18 4tomos de carbono contendo uma ligacao dupla entre carbonos e ¢ considerado um acido
graxo que estd envolvido no metabolismo humano e na sintese de hormonios. Outros acidos
presentes no 6leo de castanha do Brasil, como o acido linoleico e o 4cido linolénico também
sdo necessarios na dieta humana por apresentarem efeitos benéficos na prevengdo de doengas
e hiperinsulinemia. A presenca da maioria dos acidos graxos insaturados e minerais essenciais
observados nas amostras indica o potencial nutracéutico e funcional dos o6leos, além de
indicar seu potencial bioativo e orienta a necessidade de estudos sistematicos de atividade

para comprovar a eficacia de sua bioatividade em diferentes areas (FERREIRA, et. al.,2020).

3.2. PAPEL DA NUTRICAO NA GESTACAO E LACTACAO: IMPORTANCIA DOS
LIPIDIOS

Os componentes da dieta sdo essenciais para o desenvolvimento estrutural e
funcional do cérebro, principalmente os 4cidos graxos essenciais extremamente necessarios
durante a vida intrauterina pois desempenham papéis importantes no crescimento e
desenvolvimento pré-natal (CHAVAN-GAUTAM; RANI; FREEMAN, 2018; BASAK et al,
2020).

Podemos identificar cada etapa da gestacdo através dos principios fisiologicos
importantes. Durante a gestacdo o metabolismo lipidico materno sofre intensas modificagdes
para que ocorra a transferéncia placentaria de nutrientes essenciais para garantir o suprimento
fetal (HAGGARTY, 2002; HIRSCHMUGL et. al., 2021; RODRIGUEZ-GONZALEZ;
CASTRO-RODRIIGUEZ; ZAMBRANO, 2018). O inicio da gestagio até o final do 2°
trimestre € caracterizado pelos anabolismos quando os lipideos sdo acumulados nos depositos
de gordura materna (CETIN; LAORETE et al., 2015) Concomitantemente, ha um aumento no
consumo mediado pelas alteracdes hormonais proprias da gestacio (DOUGLAS;

JOHNSTONE; LENG, 2007).

Desta forma, gorduras dietéticas sdo acumuladas nos depositos maternos e serdo

essenciais para a aceleragdo no processo de desenvolvimento fetal que ocorre no final da
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gestacdo (CHAVAN-GAUTAM; RANI; FREEMAN, 2018), e para o aumento das demandas
metabolicas da lactacio (AUGUSTINE; LADYMAN; GRATTAN, 2008). Nesta fase hd um
aumento na sensibilidade a insulina, diminui¢do da lip6lise materna (RAMOS et al., 2003;
KINOSHITA; ITOH, 2006) ¢ um aumento do perfil lipidico materno, que desenvolve um
perfil aterogénico com aumento nos niveis de colesterol total (CT), colesterol de lipoproteina
de baixa densidade (LDL) e triglicerideos (TGC), que aumenta de maneira expressiva
(DARMADY, 1982). O aumento dos TGC ¢ util para que ocorra a transferéncia dos acidos
graxos para o feto, pela placenta. Evidéncias epidemiolégicas, clinicas, fisiologicas, celulares
e moleculares sugerem que as origens da obesidade e da disfun¢do metabdlica podem ser
rastreadas desde a vida intrauterina a depender dessa resposta ao metabolismo dos AGs, tendo
um papel importante para a nutrigdo materna antes ¢ durante a gestagdo na programacao fetal

(XU et al., 2024).

O 3° trimestre ¢ caracterizado pela lipdlise materna para demandas energéticas do feto,
além disso, pode se identificar, em alguns casos, a resisténcia a insulina, condicdo que
também causa o desenvolvimento de hiperlipidemia materna, desempenhando papel chave na
disponibilidade de AGE para o feto. A demanda pelos acidos graxos acumulados no tecido
adiposo materno no inicio da gestagcdo ¢ correspondida e eles sdo transportados para o feto
para dar suporte ao crescimento fisico e cerebral (DAHLGREN, 2006; GEORGIEFF, 2007,
SONAGRA et al., 2014; MENNINTTI et al., 2015).

A partir da lactacao, os acidos graxos continuam sendo disponibilizados através do
leite materno e a reserva de gordura corporal aliada a ingestao materna de fontes lipidicas ird
interferir diretamente na composicdo lactea produzida durante esta fase (LAURITZEN;
CARLSON, 2011; BRONNER; AUERBACH, 2005; INNIS, 2014; DUMOLT et al., 2018).
Nesta fase ha um aumento na excrecao fisiologica dos TGC e colesterol total (PERRINE et
al., 2016). A redugdo dos TGC ocorre a partir do catabolismo de lipoproteinas de baixa
densidade e da geragdo de componentes da lipoproteina de alta densidade (HDL) (SMITH et
al., 1998; PERRINE et al., 2016). O colesterol ¢ transferido dos compartimentos corporais
(tecido adiposo) para o leite materno, o que aumenta suas concentragdes séricas, podendo
provocar aumento no colesterol total (GATES et al., 2017). Embora as concentragoes lipidicas
possam retornar aos seus niveis normais e ter suas fragdes modificadas de acordo com o tipo
de lipidio ingerido, com a diminui¢do do colesterol total e a fracdo LDL como nas maes que

receberam apenas oleo de agrido, apresentaram aumento no HDL quando comparadas as maes
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que receberam apenas Oleo de girassol (HERRERA, 2006; REDDY; NAIDU, 2015;
RIDEOUT et al., 2015; SANCHEZ-BLANCO et al., 2016; ALBERT et al., 2017).

Entre os principais lipideos que participam do desenvolvimento cerebral encontram-se
os acidos graxos poli-insaturados (AGPI): o docosahexaendico (DHA), o eicosapentaenoico
(EPA), o é4cido a-linolénico (ALA), o araquidonico (ARA) e o 4cido linoleico (LA)
(MAKRIDES et al., 1994). Estes acidos graxos sdo sintetizados endogenamente e devem ser

fornecidos pela dieta materna em quantidades adequadas.

O o6leo obtido da castanha do Brasil pode contribuir com melhora do desenvolvimento
devido ao seu alto teor de acidos graxos insaturados (4cido oleico, linolénico, oleico)
(FERREIRA, et al., 2020). Os acidos graxos essenciais estdo correlacionados com a melhora
da memoria, além de ajudar na saude cardiovascular reduzindo os teores de LDL e
aumentando o HDL; ja sua alta concentragdo de antioxidantes auxilia no controle da producao
de radicais livres (RL), melhorando a imunidade ¢ refletindo em um risco menor de contrair
cancer, também protegendo os neuronios das agdes destes RL contribuindo, portanto, na

prevengao para os transtornos neurais (GOMES & TORRES, 2016)

Além disso, o DHA e ARA s3o os principais constituintes do cérebro e estdo
incorporados principalmente aos fosfolipidios (PL). A administragdo de 4cido
docosaexaenoico (DHA) durante a gravidez tem sido recomendada por varias organizacdes de
saude devido ao seu papel no desenvolvimento neural, visual e cognitivo (GAZQUEZ, A.;
LARQUE, 2021). As evidéncias da influéncia do DHA na neurogénese, neurotransmissao,
mielinizagdo, estrutura e sinalizacdo da membrana neuronal ja foram bem estabelecidas
(MAKRIDE et al., 1994; WEISER; BUTT; MOHAJERI, 2016; GONZALEZ; VINSENTIN,
2016). Deficiéncias de DHA no inicio da vida podem resultar em comprometimento da

funcdo cognitiva e desenvolvimento (GEORGIEFF et al., 2007; LAURITZEN; INNIS, 2014).

Entretanto, a quantidade e a qualidade lipidica da dieta materna influenciam
diretamente o desenvolvimento fisico e da maturagcdo somatica da prole (WEI et. al., 2023).
Por exemplo, a forma de DHA usada na administragdo materna para fornecer um aumento
ideal de DHA para o desenvolvimento do cérebro fetal, ndo indica diferencas consistentes no

aumento fetal quando o DHA ¢ fornecido como TG ou PL (GAZQUEZ, A.; LARQUE, 2021).

Em resumo, o estudo de Hortensius (2019) demonstra que a administragdo periférica

de DHA, administrada no pré-natal, melhorou o resultado do neurodesenvolvimento em
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modelos de roedores neonatal. Além disso, a administragao de DHA reduziu os marcadores de
peroxidagdo lipidica em um modelo de leitdo indicando que o DHA tem efeitos antioxidantes
no cérebro. Ainda ndo ha evidéncias experimentais do impacto do consumo materno de 6leo
de castanha-do-Brasil bruto e/ou refinado no neurodesenvolvimento e comportamento da

prole.

3.3 DESENVOLVIMENTO E MATURACAO CEREBRAL

Os eventos do crescimento e desenvolvimento do cérebro ocorrem de acordo com
uma sequéncia temporal e geneticamente programada. No rato, este periodo compreende da
ultima semana de gestacdo até os 21 dias de vida, que consiste no final do periodo de lactagao.
No humano esta fase corresponde ao ultimo trimestre da gestagdo até aproximadamente os
dois anos de vida (BICK, NELSON, 2016; ROSSI, FERNANDES, DESPLAN, 2016;
STILES, JERNIGAN, 2010).

O sistema nervoso inicia sua formacao no periodo de desenvolvimento embriondrio,
inicio da gestagdo, onde ¢ formada uma placa que se transforma em um sulco neural que se
converte em tubo que fecha completamente antes do primeiro més de vida intrauterina
(STILES, JERNIGAN, 2010). E neste periodo, de crescimento rapido do sistema nervoso,
chamado de periodo critico do desenvolvimento ¢ onde ocorrem os processos de neurogénese,
gliogénese, migracdo e diferenciacdo celular, mielinogénese, formac¢do das sinapses e a

sintese e liberacdo de neurotransmissores (LAURITZEN et al., 2001; MADORE et al., 2014).

Durante os primeiros 1.000 dias, em humanos, a taxa de crescimento cerebral ¢ muito
elevada, iniciando na concepg¢do, caindo lentamente no inicio da fase pds-natal e cessando
aproximadamente por volta dos 2 anos de idade quando o cérebro ja se assemelha ao de

adulto (GOYAL; IANNOTTI; RAICHLE, 2018).

Durante o terceiro trimestre de gestacdo, o cérebro passa por uma rapida trajetoria de
crescimento (Fig. 4) O crescimento do cérebro de 30 a 40 semanas de gestagdo ¢ maior no

cerebelo, que aumenta 258% em tamanho (HORTENSIUS, 2019).

Figura 4: Desenvolvimento cerebelar de ratos € humanos
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Timeline of mouse and human cerebellar development. Cerebellar neurogenesis in the mouse and human is driven by three progenitor
zones: two primary zones, namely the VZ and RL, and one secondary zone, the EGL. Development of each cell type is indicated by a
unique colored line. In mice, cerebellar development takes place over a period of approximately 30-35 days, with a significant

portion occurring in the postnatal period. In humans, cerebellar development is protracted, taking place over 2-3 years, beginning
approximately 30 days postconception, with all major developmental events taking place in utero. Peak progenitor proliferation is
indicated by thickened dashed lines. In both species, VZ- and RL-driven growth precedes an EGL-driven increase in cerebellar volume
and foliation. However, unlike in the mouse, where RL presence is transient, in humans, the RL is spatiotemporally expanded and
promotes growth and maintenance of the posterior lobe throughout gestation. Abbreviations: e, embryonic day; EGL, external granule
layer; P, postnatal day; PC, Purkinje cell; pew, postconceptional week; PN, postnatal; RL, rhombic lip; SVZ, subventricular zone; VZ,

ventricular zone. In:

HALDIPUR, P. MILLEN, K.J., ALDINGER, K.A. Human Cerebellar Development and Transcriptomics: Implications for
Neurodevelopmental Disorders. Annual Review of Neuroscience, v. 45, p.515-31, 2022.

Estabelecer o papel de nutrientes, isoladamente e com muitos covariantes, ¢ uma tarefa
desafiadora. Todavia, a influéncia dos lipidios dietéticos vem sendo estudada e tém se
destacado por participarem efetivamente da formagdo do sistema nervoso através do

suprimento materno de acidos graxos, juntamente com os componentes estruturais dos
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fosfolipidios, que sdo incorporados nas membranas neuronais (MADORE et al., 2014;

GOYAL; IANNOTTI; RAICHLE, 2018).

Como foi abordado anteriormente neste topico, durante a gestagdo e a lactacdo, a
qualidade dos lipidios da dieta materna ¢ de grande importancia, pois determina o tipo de
acido graxo que se acumulard no tecido fetal e influenciard diretamente no perfil de acidos
graxos do secretado através do leite materno (YETIMLER, 2012; INNIS, 2014). O consumo
de acidos graxos, a partir de modificacdes dietéticas, durante a gestacdo e lactacdo, estdo
intimamente correlacionados com a aceleragdo no neurodesenvolvimento, processo de
aprendizagem e memoria demonstrando influéncia positiva na ingestao dietética lipidica nesta
fase do ciclo da vida (MENNITTI et al., 2015). Desta forma, os nutrientes podem influenciar
o crescimento e desenvolvimento pré e pods-natal do sistema nervoso (GEORGIEFF, RAMEL,

CUSICK, 2018).

Os processos de desenvolvimento e maturagdo ocorrem nos periodos de gestacdo e
lactacdo, que s@o fases de intensa atividade sinaptogénica (DOBBING, 1968; (SOARES et al.,
2009) Este complexo ¢ influenciado por multiplos fatores genéticos e ambientais interagindo
uns com os outros, onde a nutri¢ao exerce papel importante no desenvolvimento do cérebro e

na influéncia pds-natal na neuro ontogenia (GEORGIEFF, RAMEL, CUSICK, 2018).

A fase pos-natal ¢ marcada pelas mudangas maturacionais na atividade do sistema
nervoso central, que tem uma influéncia direta no desenvolvimento da ontogenia reflexa da
prole e o periodo final ¢ o mais critico do desenvolvimento, quando todos os aspectos de
maturacdo neural sdo consolidados. Desta forma, a andlise do desaparecimento ou
aparecimento dos reflexos sdo indicadores uteis para avaliar o grau de maturidade do sistema

nervoso (FOX, 1965; SMART; DOBBING, 1971).

Os reflexos sdo movimentos involuntarios em resposta a estimulos, medem a
maturacao e refletem a integridade do desenvolvimento do sistema cerebelar, sensorio-motor
e da integracdo das vibrissas (YANG et al., 2019). O processo adequado da formagdo de
mielina, das conexdes neuronais através das sinapses e da acdo adequada dos
neurotransmissores resulta em um adequado desenvolvimento reflexo (BOURRE et al.,
1987). A aceleragio no aparecimento dos reflexos reflete a maturidade do sistema nervoso. E
importante considerar que a antecipa¢do da geotaxia negativa demonstra uma evolugdo

positiva na fun¢do do labirinto e/ou vestibulo, enquanto a antecipacdo da aversdo ao
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precipicio reflete a maturidade da funcio sensério-motora (SANTILLAN et al., 2010). O
reflexo da recuperacao postural de decubito envolve ambas fungdes motora e visual (BOYLE,

2001).

Virios estudos ja realizados demonstram e reforgam a influéncia das fontes lipidicas
dietéticas maternas, as quais afetaram o desenvolvimento do sistema nervoso interferindo na
cronologia dos eventos de neuro ontogénese e maturacdo somatica com efeitos benéficos.
Desta forma, foram encontrados estudos que apresentam uma dieta materna com diferentes
quantidades de ®-6 ¢ ®-3 (6leo de soja e girassol) (CADENA-BURBANO et al., 2017)
acelerando o aparecimento do reflexo de aversdo ao precipicio, a ingestdo de lipidios
provenientes do leite de cabra (rico em acido linoleico conjugado — CLA (SOARES et al.,
2009) causando aceleracdo do desenvolvimento da prole e a administragdo da castanha de
caju (MELO et al., 2017), durante a gestacdo e lactagdo também promoveu aceleragdo da
maturagdo reflexa dos neonatos. Como também podem provocar efeitos adversos, retardar a
ontogenia somatica e reflexa da prole: pelo consumo de dieta cetogénica, com caréncia de
acidos graxos essenciais associados a desnutri¢ao proteica; consumo de dieta rica em gordura
vegetal hidrogenada, rica em acidos graxos trans, onde a utilizagdo desta fonte lipidica causou
o retardo no desdobramento do pavilhdo auricular, mas ndo na abertura do ducto auditivo
(BORBA; SILVA; ROCHA-DE-MELO, 2011); houve antecipa¢do na matura¢do da geotaxia
negativa indicando uma alteracdo sobre o desenvolvimento motor e cerebelar, quando esse
tipo de 4cido graxo estd presente na dieta desses animais pelo consumo de dietas ricas em

gordura saturada (SANTILAN et al., 2010).
3.4 FORMACAO DA MEMORIA E APRENDIZAGEM

A memoria e a aprendizagem sdo consideradas fungdes cognitivas sendo de
responsabilidade do cortex cerebral e hipocampo (BERMUDEZ-RATTONI et al., 2005;
MUMBY et al., 2005; WINTERS; BUSSEY, 2005). Essas regides cerebrais exercem fungdes
importantes para a formacdo e desenvolvimento nervoso, bem como o desenvolvimento da

ontogenia reflexa da prole.

Existe uma relacao direta e intrinseca da formacao de memoria e aprendizagem com a
ingestdo de nutrientes, mais especificamente com os lipidios. Assim, ha influéncia da dieta
materna desde a fase embriondria, mas na fase pos-natal, principalmente nos dois primeiros

anos de vida pode causar alteracdes permanentes no comportamento, na anatomia, quimica e
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fisiologia cerebral, podendo se prolongar at¢ a vida adulta (YEHUDA; RABINOVITZ;
MOSTOFSKY, 2006; LAURITZEN; CARLSON, 2011; SANCHEZ et al., 2012; INNIS,
2014).

Esse fato se deve a composi¢do do cérebro, que em sua maior parte é constituido por
lipidios, sendo importantes o DHA e o ARA, que estdo distribuidos principalmente na forma
de fosfolipidios (DAS, 2003; GOYAL; IANNOTTI; RAICHLE, 2018). O DHA esta
envolvido na neurogénese, neurotransmissao, mielinizagao, plasticidade sindptica, e multiplas
fungdes de membrana, incluindo estrutura ¢ sinalizagdo (WEISER; BUTT; MOHAJARI,
2016).

Além das estruturas responsdveis pela aprendizagem, o coértex possui também
estruturas que exercem fungdes responsaveis pelo comportamento que envolve as emogoes de
seres humanos e animais, sendo estes, o hipotadlamo e o sistema limbico (GOEL et. al., 2014;
LeDOUX, 1993). Desta forma, a fungdo cerebral ¢ dependente da integridade das membranas
neuronais, da formacdo da mielina nos neurdnios e células da glia e esta diretamente

relacionada com a memoria e aprendizagem (YEHUDA, 2012).

Hé varios tipos de memorias e dentre elas destacam-se: a memoria a curto prazo, que
guarda informagdes por segundos ou minutos e a memoria a longo prazo, que armazena
informagdes por um tempo maior, podendo durar anos, inclusive prolongando-se por toda a
vida. As memorias de curto e longo prazo sdo avaliadas pelo Teste de Reconhecimento de
Objetos em roedores (LAROCQUE et al., 2015; NAVA-MESA; LAMPREA; MUNERA,
2013;RACHETTI et al., 2012). A memoria de reconhecimento de objetos tem sido
considerada como um modelo validado para memoria declarativa, que necessita do
funcionamento de diferentes estruturas como neocortex, diencéfalo e lobo temporal medial
(KART-TEKE; DE SOUZA SILVA; HUSTON, 2006). E caracterizada por ser uma tarefa
nao recompensada que explora a tendéncia natural do rato na exploracao de objetos novos de

maneira mais intensa que dos objetos ja familiares (ENNACEUR; DELACOUR, 1988).

Outra memoria bastante estudada na experimentagdo animal ¢ a habituag¢do, um tipo de
memoria ndo-declarativa e que representa o declinio de uma resposta a um estimulo apos este
ser apresentado repetidamente (STADDON; CHELARU; HIG, 2002). O teste de habituacao
ao Campo Aberto analisa a capacidade de habitua¢dao em longo prazo e ¢ determinada pela

diminui¢do da ambulagdo durante a segunda exposi¢do do animal ao aparelho, indicando
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assim facilitacdo da memoria (RACHETTI et al., 2012). Neste tipo de memoria, os nucleos da
base e cerebelo sdao as estruturas cerebrais envolvidas (ALMARAZ-ESPINOZA, GRIDER,
2025; FOERDE, SHOHAMY, 2011).

Contrariamente, ratas alimentadas com dieta contendo alta quantidade de gordura
saturada, antes da concepcao e durante a gestagdo/lactagdo causou déficit de aprendizagem
ndo associativa, através da avaliacdo da atividade locomotora (Campo Aberto) e de memoria
espacial da prole (Labirinto de Morris) (PAGE; JONES; ANDAY, 2014), enquanto dieta
contendo gordura vegetal hidrogenada alterou a memoria espacial da prole, na fase jovem

(SOUZA; ROCHA; CARMO, 2012).

Em resumo, as evidéncias cientificas destacam a interdependéncia entre a formacao de
memoria, aprendizagem e os nutrientes essenciais, como os lipidios, que sao fundamentais
para o desenvolvimento cerebral, especialmente nos primeiros anos de vida. A relacdao entre
dieta materna e alteracdes no comportamento, na anatomia e na fisiologia cerebral da prole
sugere que os efeitos da nutricdo no desenvolvimento cognitivo sdo profundos e duradouros.
A integridade das membranas neuronais € a mielinizagdo, processadas em estruturas como o
cortex, sistema limbico e hipotdlamo, sdo cruciais para o funcionamento adequado da
memoria em suas diversas formas. Portanto, a compreensdo de como a dieta impacta a
neurocogni¢do ao longo do desenvolvimento pode abrir caminhos para intervencdes
preventivas e terapéuticas, visando mitigar os efeitos negativos da ma alimentagao,

principalmente em fases criticas do desenvolvimento.

3.5 A PROGRAMACAO FETAL E AS REPERCUSSOES NOS COMPARTIMENTOS
CORPORAIS

Pesquisas em nutricdo tém investido no grupo materno infantili com foco,
principalmente nos primeiros 1.000 dias de vida, fundamental para um desenvolvimento
saudavel (BLACK et al., 2017). Apesar de existirem varios fatores inerentes ao crescimento e
desenvolvimento fetal, tais como: fatores ambientais, entre eles os determinantes do clima e
potencial bioldgico; fatores genéticos e de varios fatores reguladores e moduladores, como a
idade da mae, os fatores placentarios e fetais podem vincular a modulagdo dos
compartimentos corporais por estimulos recebidos pelo vinculo materno-fetal, a depender de
varios condicionantes como a nutri¢do, por exemplo. A ciéncia busca a cada dia mais por

alimentos que repercutem especificamente no crescimento, desenvolvimento e bom
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funcionamento dos sistemas fisioldgicos, tais como, composi¢do corporal, cardiovascular,
enddcrino, bem como, gastrointestinais a fim de indicar condutas, por via alimentar, para
prevencao e/ou tratamentos nestes sistemas, 6rgaos ou tecidos, melhorando o metabolismo em

todas as etapas da vida (ESSA et al., 2023).

Existem intimeras evidéncias que demonstram os beneficios da introducdo de
complementos alimentares maternos, sejam por nutrientes especificos ou extratos de
alimentos, tais como a suplementacao de acido folico na prevencdo de malformagdo do tubo
neural (BARRY et al.,2023), bem como beneficios da complementagdo de vitamina D
evitando resultados adversos na prole que afetam os sistemas esquelético, imunoldgico e
respiratorio, composi¢do corporal e mineralizagdo esquelética, relacionado com o impacto no
inicio da vida, além de resultados posteriores na infancia, como a asma (CURTIS et al,

2018).

O inverso também ¢ demonstrado em pesquisas. A gestacdo pode gerar danos com
potenciais impactos a longo prazo na satde. Observa-se ao longo da vida um risco aumentado
de doencas nao transmissiveis e outras doengas cronicas, como a obesidade relacionadas a um
estado nutricional inadequado de obesidade da mae (CALCATERRA et al., 2020). Maes
apresentando diabetes gestacional tem uma forte correlagdo em ter descendentes com diabetes

e hipertrigliceridemia (FORNES et al.,2020).

A pensar nesse contexto, tem se a enaltecer a importincia da programagao fetal, pois
implica em alteragdes permanentes na estrutura e funcao corporal. Existem Fatores que
modulam o crescimento e desenvolvimento fetal interferindo nessa programacao Fatores
ambientais (clima, exposicdo a toxinas, altitude); Fatores bioldgicos maternos (idade, estado
nutricional, inflamacao, hormdnios); Fatores genéticos; Fatores placentérios (fluxo sanguineo,
transporte de nutrientes); Fatores fetais (espessura placentaria, metabolismo proprio). Vale a
pena destacar a interagdo entre estes fatores e o potencial de modular os compartimentos

corporais.
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Figura 5 - Visdo geral dos mecanismos epigenéticos. Fonte: Socha, M. W., Flis, W. & Wartgga, M, 2024).

As evidéncias foram se acumulando para demonstrar a associagdo entre a gestagdo e
suas repercussdes transgeracionais, podendo gerar danos ou beneficios com potenciais
impactos a longo prazo na saude dos filhos. Essas associagdes foram amplamente replicadas
em estudos em todo o mundo e os autores passaram a entender parte dos mecanismos
relacionados a essas repercussdes. Desta forma, deu-se inicio a uma busca de condutas que
possam modular a resposta epigenética, para definir estratégias promissoras trazendo
repercussoes importantes quando os fetos sdo expostos as condi¢des de saude das maes e seus
tratamentos.

Algumas intervengdes estdo relacionadas com o estado nutricional materno, como a
melhora do peso durante a gravidez, pode se observar a prevengdo da doenca hepatica
gordurosa ndo alcoolica, melhorando a inflamagao hepatica (Tzeng, H.-T. & Lee, W.-C, 2024)
reduz a inflamagdo hepatica e melhora a satide hepatica, prevenindo assim o inicio da doenga
hepatica gordurosa associada ao metabolismo na prole (Purcell, A. R. et al., 2023).

Outros beneficios de intervencdes estdo relacionados com a suplementacdo,
apresentando inimeras funcdes no desenvolvimento fetal, no caso da colina, mais

especificamente, por afetar positivamente o crescimento fetal, devido ao aumento da
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expressdo de proteinas do fator de crescimento semelhante a insulina (IGF) especificas
(Jaiswal, A., Dewani, D., Reddy, L. S. & Patel, 2023).

Ainda podemos citar a ingestdo de PUFA n-3 de cadeia longa, durante a gravidez,
aumentando a duracdo da gestacdo e o peso ao nascer da crianga e reduz o risco de parto

prematuro (Retterstol, K. & Rosqvist, F., 2024)



4 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Figura 6 — Extracdo e refino do 6leo da castanha do Brasil
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Figura 7 — Ensaio biologico
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Inicialmente foi feita a extracdo e refino do 6leo da Castanha do Brasil (Bertholletia
Excelsa). Primeiramente, empregou-se a técnica de extracdo a frio, utilizando uma prensa
manual (Prensa Hidraulica SL-10, marca: Solab, Sdo Paulo) com capacidade para 680 kg,
para obter o 6leo bruto. Apds esse processo o Oleo bruto passou pelo refinamento, que
compreendeu as seguintes etapas: degomagem, neutralizagdo, lavagem e desodorizac¢do

(Moretto, Fett, 1989; Morais et al., 2001).

No primeiro estdgio, a degomagem do 6leo bruto da castanha do Brasil foi realizada
adicionando agua (3 mL por 100 mL) e aquecendo a mistura a 60 °C, com agitagdao por 30
minutos. Em seguida, o o6leo degomado foi neutralizado com uma solugdo aquosa de
hidroxido de sédio (5 g por 100 mL) a 50 °C, com agitacdo por 30 minutos. Apos a
neutralizagdo, a mistura foi centrifugada a 3634 g por 15 minutos, e foram realizadas cinco
lavagens subsequentes. Por fim, o 6leo foi seco em um evaporador rotativo a 60 °C, a vacuo,
por 20 minutos, com agitacdo moderada. Apos o processo, o 0leo foi resfriado e armazenado

em frascos de vidro ambar a 10 °C.

Posteriormente, foram determinadas o perfil lipidicos dass amostras como a deteminagao
do perfil de 4cidos graxos do 6leo bruto e refinado da castanha do Brasil (Bertholletia

Excelsa) (Folch, Lees, and Stanley,1957).

O ensaio bioldgico utilizou 19 fémeas da linhagem Wistar com idade entre 90 dias e
peso de 250 £ 50 g para a obtencdo dos filhotes (machos e fémeas). As fémeas foram
randomizadas em 3 grupos: Grupo Controle (n=6; CG) que recebeu agua destilada por
gavagem; Grupo Oleo Bruto (n= 6; CO) ¢ Grupo Oleo Refinado (n= 7;R0), que foram
tratados com 3000 mg/kg de peso do animal de 6leo da castanha do Brasil bruto ou refinado
respectivamente. Durante todo o periodo de gestacdo e lactacdo, foram monitorados
semanalmente o peso corporal e o consumo de ragdo das maes. O leite materno foi coletado
para determinacdo do perfil de 4cidos graxos. As ninhadas foram padronizadas em 8 filhotes
permanecendo 4 fémeas e 4 machos. Estabelecendo, para a experimentagdo, no Grupo
Controle Macho (CGM) n=13, Grupo Controle Fémea (CGF) n=11, Grupo Oleo Bruto Macho
(COM) n= 12, Grupo Oleo Bruto Fémea (COF) n=12, Grupo Oleo Refinado Macho (ROM)
n=15, Grupo Oleo Refinado Fémea (ROF) n=15. O peso corporal da prole foram aferidos,
semanalmente, a partir do 1° dia de vida. Ao final da lactagao foi introduzida a racdo, medida
através da diferenga do que foi ofertado subtraido da ragdo rejeitada. A prole recém-nascida

foi avaliada quanto a ontogenia reflexa, e a consolida¢do de respostas reflexas e somaticas
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foram pesquisadas diariamente, no hordrio entre 6 ¢ 8 horas, do 1° ao 21° dia pos-natal. A
resposta foi considerada consolidada quando a reacdo esperada se repete por trés dias
consecutivos, sendo considerado o dia da consolidagdo o 1° dia do aparecimento. Foi avaliado
o desaparecimento da Palmar Grasp (PG), bem como o aparecimento dos seguintes reflexos:
Endireitamento (RR), evitacdo de precipicio (CA), colocacdo de vibrissa (VP), geotaxia
negativa (NG), sobressalto auditivo (AS) e endireitamento de queda (FRR). O tempo méximo

de observacao foi de 10 s.

Aos 46 dias de vida (fase adolescente), foram avaliados diferentes tipos de memoria
pelos respectivos testes: Campo Aberto utilizado para avaliar atividade exploratéria e
habituacdo, esta ultima refletindo memoria ndo declarativa. A memoria de curto e de longo
prazo foi investigada por meio do Teste de Reconhecimento de Objetos (TRO), que permite
avaliar tanto a memoria declarativa de curta duragdo quanto a consolidagdo mnésica apos
intervalos maiores. A memoria analisada pelo Labirinto Aquatico de Morris, um modelo
classico dependente do hipocampo. Para avaliar outro procedimento comportamental de
aprendizagem, foi utilizado para avaliar as habilidades de aprendizado de memoria espacial e
memoria de trabalho dos animais e esta ligado a regido cerebral do hipocampo, o Labirinto
aquatico de Morris. Os parametros medidos neste teste foram velocidade de nado (para avaliar
quaisquer potenciais deficiéncias motoras), laténcia de fuga e cruzamentos no alvo (Brandeis

et al., 1989; Sullivan, 2010).

A prole foi submetida a avaliagdo somatica final um dia apds o ultimo teste
comportamental ter sido realizado. Foram aferidos o peso corporal, comprimento naso-anal,
circunferéncias abdominal (CA), toracica (CT) e calculado o indice de massa corporal (IMC),
indice de Lee e a relagdo da circunferéncia abdominal/toracica de todos os animais. Apds os
testes comportamentais, os filhotes foram mantidos em jejum por 6 horas e, posteriormente,
anestesiados com a mesma combinacao anestésica (cloridrato de cetamina e xilazina, 1 mL/kg
de peso corporal) para coleta de tecido cerebral e tecido adiposo. (EB271, Insights, Ribeirao
Preto, Brasil), conforme resolu¢do normativa n°® 13 de 2013 do Conselho Nacional de
Controle de Experimentacao Animal (Brasil 2013). A abundancia relativa de gordura corporal
também foi avaliada, com as pesagens da gordura mesentérica, retroperitoneal e epididimal.
Ap0s a avaliagdo somatica, os animais foram eutanasiados para a coleta de sangue, o qual foi
utilizado em analises bioquimicas para determinacdo de glicose, triglicerideos, colesterol

total, HDL, LDL e aminotransferases hepaticas. Em seguida, foram retirados e pesados



37

gorduras retroperitoneal, mesentérica e epididimal, além das estruturas organcias do coragao,
cérebro e figado, com a finalidade de determinacao de perfil de acidos graxos. Além disso,
foram quantificados os niveis de triglicerideos e colesterol no figado e nas fezes, bem como
avaliados os indices de risco coronariano e cardiovascular.O cérebro e figado ainda foram

analisados quanto ao conteudo de Malondialdeido e aspectos histologicos.
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S RESULTADOS

Os resultados desta tese foram organizados em dois artigos cientificos originais,
ambos submetidos a periddicos de reconhecida relevancia na area de Ciéncia de Alimentos,
selecionados com base na classificagdo Qualis no quadriénio 2017-2020. O primeiro artigo
foi publicado na revista Journal of Nutritional Biochemistry, classificada como Qualis Al e
com fator de impacto 4.9. E o segundo artigo foi submetido na revista Physiology & Behavior

classificada como Qualis A2, com fator de impacto 2.5.
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Abstract

This study evaluated the impact of maternal consumption of crude and refined Brazil nut oil on the physical, biochemical, and hepatic parameters of
offspring in both male and female rats. Three maternal groups were formed: control (CG), crude oil (CO), and refined oil (RO), treated with 3,000 mg/kg
of oil during gestation and lactation. The offspring were divided into male and female groups. Crude Brazil nut oil consumption resulted in increased body
weight, total and mesenteric fat, as well as elevated coronary and cardiovascular risk indices. Conversely, the refined oil consumption reduced retroperi-
toneal fat and lowered the same risk indices, Both oils affected plasma triglycerides and cholesterol levels, with refined oil showing better results in lipid
profiles, particularly by increasing HDL. The CO-F group exhibited higher blood glucose, while the RO-F group had lower glucose levels compared to CO-F.
Changes in hepatic enzymes were observed, along with higher deposition of saturated fatty acids (SFA) and a reduction in mono and polyunsaturated fatty
acids (MUFA and PUFA) in the liver of the offspring treated with crude oil. Lipid peroxidation was lower in the oil-treated groups compared to the control
group. The effects were similar between male and female offspring. It was concluded that refined oil provided superior benefits compared to crude oil,
improving biochemical parameters and hepatic health in the offspring.
© 2025 Elsevier Inc. All rights are reserved, including those for text and data mining, Al training, and similar technologies.
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1. Introduction

Dietary components are essential for the structural and func-
tional development of the brain, especially essential fatty acids
(EFAs), which are critically needed during intrauterine life, as they
influence body composition and play important roles in prenatal
growth and development [1,2).

The Brazil nut (Bertholletia excelsa) comes from the seed of the
Brazil nut tree, a large tree from the Lecythidaceae family, native
to the Amazon rainforest, predominantly found in northern Brazil

* Corresponding author at: Jodo Pessoa, Brazil.
E-mail address: lara-dutra@hotmail.com (LM.G. Dutra).
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and Bolivia. This oilseed is recognized as a food source of EFAs,
with a predominance of unsaturated fatty acids, such as linoleic
acid, which has potential health benefits [3,4].

Foods rich in fatty acids, including essential ones, can impact on
an individual's health at different stages of life. During the critical
period of development, which includes the intrauterine and post-
natal phases, there is an increased demand for these nutrients, as
they are essential for tissue formation [5,6].

Some fatty acids derived from oilseeds are sources of essential
lipids that assist in various body compartments, such as prevent-
ing metabolic syndrome, which includes visceral obesity, glucose
intolerance, dyslipidemia and cardiometabolic risks [7,8]. Addition-
ally, they play a role in the modulation of the immune system
and inflammatory processes [9-12]. Changes in the intake of these

0955-2863/© 2025 Elsevier Inc. All rights are reserved, including those for text and data mining, Al training, and similar technologies.
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Artigo 2 - O ¢leo de castanha-do-Brasil (Bertholletia excelsa) afeta distintamente a

maturacio dos reflexos e a memoria em ratos
RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar o impacto do consumo materno de 6leo de castanha-do-
Brasil (Bertholletia excelsa) bruto e refinado na maturagao dos reflexos e na memoria da prole
de ratos machos e fémeas. Trés grupos de maes foram formados: um grupo controle (CG), que
recebeu agua destilada; um grupo 6leo bruto (CO); e um grupo 6leo refinado (RO), ambos
tratados com 3000 mg de 6leo de castanha-do- Brasil bruto ou refinado, respectivamente, por
gavagem durante a gestagdo e lactagdo. Os filhotes foram randomizados de acordo com o sexo
e o tratamento materno. A maturagdo dos reflexos foi avaliada durante o periodo de lactacao.
O grupo CO apresentou respostas reflexas mais precoces em um dos parametros analisados

nos machos e em quatro parametros (Evitagdo de Penhasco, Posicionamento de Vibrissas,
Geotaxia Negativa e Sobressalto Auditivo) nas fémeas. O desempenho da memoria, avaliado
por meio da atividade locomotora, foi menor durante a segunda exposi¢ao no grupo RO para
ambos os sexos. No entanto, o teste de reconhecimento de objetos mostrou uma maior taxa de
explorag¢do de novos objetos no grupo RO. No teste do labirinto aquatico, o grupo RO passou
mais tempo no quadrante alvo (onde a plataforma estava localizada) em ambos os sexos,
demonstrou menor laténcia de fuga nas fémeas e apresentou desempenho superior em todos
os parametros espaciais. Uma maior concentragdo de acidos graxos monoinsaturados foi
encontrada no leite e no tecido cerebral da prole do grupo RO em comparagdo com os grupos
CG e CO. Esses achados sugerem que o refinamento do 6leo de castanha-do- Brasil, com
alteragdes mais pronunciadas nos AGMI nesse Oleo, influencia o desenvolvimento
neurocognitivo da prole, com melhor desempenho espacial no grupo que consumiu o 6leo
refinado. Alguns reflexos sdo esperados com o oleo bruto, especialmente em fémeas. Além
disso, destacam a importancia do perfil lipidico da dieta materna no suporte a funcdo do
sistema nervoso durante a primeira infancia.

Palavras-chave: améndoa; neurodesenvolvimento; gestacdo; lactagcdo; 6leo refinado.
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1 INTRODUCAO

O periodo intrauterino desempenha um papel crucial na programacao do
desenvolvimento da saude e da doenga ao longo da vida (Sousa-Vital et al., 2023). Entre os
fatores mais influentes durante esse periodo estd a nutrigio materna, que impacta diretamente
a formagao dos tecidos fetais, incluindo o sistema nervoso central (Cano-Ibafiez et al., 2020).
Os lipidios, em particular, sdo macronutrientes essenciais para a neurogénese, sinaptogénese e
mielinizagdo. Portanto, tanto a quantidade quanto a qualidade da ingestao materna de lipidios
podem influenciar significativamente o desenvolvimento cerebral fetal e a programagdo

epigenética (Basak et al., 2020; Tsai et al., 2020; Santos et al., 2013).

Os acidos graxos essenciais (AGEs), como os acidos linoleico e a-linolénico, devem
ser obtidos por meio da dieta materna, visto que o corpo humano ¢ incapaz de sintetiza-los
endogenamente. Esses AGEs sdo vitais durante a gravidez, pois contribuem para a integridade
estrutural das membranas neuronais, a sintese de fosfolipidios e a modulagdo de vias
neuroquimicas (Yang et al., 2019; Wang et al., 2018). Evidéncias recentes também sugerem
que os AGEs influenciam o desenvolvimento da barreira hematoencefilica, a fluidez da
membrana e os sistemas de neurotransmissao, afetando, assim, o aprendizado, a memoria e a
regulacdo emocional na prole (Chavan-Gautam et al., 2018; Pereira et al., 2025; Melo et al.,

2019).

Nesse contexto, fontes lipidicas de origem vegetal ricas em acidos graxos essenciais
(AGEs) e compostos bioativos antioxidantes tém atraido ateng@o por seus potenciais efeitos
neuroprotetores ¢ neuromoduladores. Uma dessas fontes ¢ o 6leo de castanha-do- Brasil,
extraido da Bertholletia excelsa, arvore nativa da floresta amazdnica. Esse oleo ¢
particularmente rico em &cidos graxos insaturados — principalmente 4cidos oleico e a-
linolénico — bem como em compostos antioxidantes como tocoferdis e selénio (Ferreira et
al., 2020; Dutra et al., 2025). Quando consumidos durante a gravidez e a lactacdo, esses
compostos bioativos podem atravessar as barreiras placentaria e hematoencefalica,
acumulando-se no tecido nervoso fetal (Melo et al., 2025; Soares et al., 2012). Essa
biodisponibilidade favorece o desenvolvimento neurolégico adequado e modula o estresse
oxidativo e os processos inflamatérios — mecanismos intimamente ligados a fisiopatologia

dos disturbios cognitivos e de ansiedade (Neto et al., 2018; Gomes, Torres, 2016).
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Estudos pré-clinicos em modelos de roedores demonstraram que a ingestdo materna de
compostos lipidicos bioativos durante a gravidez e a lactacdao estd associada a melhoria do
desempenho da memoria (Melo et al., 2017), a redu¢do do comportamento semelhante a
ansiedade (Queiroz et al., 2019) e a modulacao da atividade eletrofisiologica cerebral (Soares
et al., 2012), contribuindo assim para a prevencao de distirbios neuroldgicos (Gomes, Torres,

2016).

O oleo de castanha-do- Brasil (Bertholletia excelsa) ¢ amplamente consumido em sua
forma bruta e ¢ conhecido por sua riqueza em 4cidos graxos insaturados e compostos
antioxidantes, como tocoferois e selénio. No entanto, os processos de refinagdo, comumente
aplicados para melhorar a seguranca do produto, a qualidade sensorial e a vida util, podem
reduzir significativamente o teor desses componentes bioativos, alterando potencialmente
suas propriedades bioldgicas (Sulihatimarsyila et al., 2020; Hew et al., 2020). Apesar de sua
relevancia nutricional, ha uma caréncia de evidéncias sobre como o consumo materno de 6leo
de castanha-do- Brasil bruto versus refinado durante a gestacdo e a lactagdo afeta o
neurodesenvolvimento ¢ a memoria da prole. Compreender esses efeitos é essencial para
determinar se o processamento do dleo influencia seus potenciais beneficios neuroprotetores e

cognitivos.

Portanto, formulamos a hipdtese de que o consumo materno de 6leo de castanha-do-
Brasil, independentemente do seu grau de processamento, influenciaria positivamente a
maturacdo dos reflexos e o desenvolvimento da memoria na prole, devido ao seu conteudo de
acidos graxos essenciais e compostos antioxidantes. Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar
os efeitos do consumo materno de 6leo de castanha-do- Brasil bruto e refinado na maturagao

do sistema nervoso e no desempenho da memoria em filhotes de ratos machos e fémeas.
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2 MATERIAIS E METODOS
2.1 EXTRACAO E REFINO DO OLEO

Os procedimentos de extragcdo e refino seguiram a metodologia descrita por Dutra et
al. (2025) e Falcone et al. (2025). As castanhas-do- Brasil foram adquiridas na cidade de Jodo

Pessoa, Brasil.

O o6leo bruto foi posteriormente refinado por meio de um processo de multiplas etapas,
incluindo desgomagem, neutralizagdo, lavagem e secagem, de acordo com protocolos

previamente estabelecidos (Moretto, Fett, 1989; Morais et al., 2001).

Na analise dos 6leos de castanha-do- Brasil, os acidos graxos encontrados foram:
acido laurico (C12:0), observado apenas na amostra de 6leo refinado (0,01%); acido palmitico
(C16:0), presente em 2,61% no 6leo bruto e 10,03% no dleo refinado; acido esteérico (C18:0),
com niveis de 3,50% no o6leo bruto e 8,21% no 6leo refinado; acido oleico (C18:1), com
concentracdo de 53,93% na forma bruta e 34,87% na refinada; e acido linoleico (C18:2),

presente em ambas as formas.

Os oleos bruto e refinado apresentaram valores de 33,41% e 43,28%, respectivamente,
e o acido araquidico (C20:0) estava presente apenas no 6leo bruto, com um teor de 5,21%. Ao
totalizar os acidos graxos, a soma dos acidos graxos saturados mostrou um teor maior no 6leo
refinado (18,25%) em comparagdo com o 6leo bruto (11,32%). Isso difere da andlise do teor
de acidos graxos monoinsaturados, onde o Oleo bruto apresentou um teor de 53,93%,
enquanto o 6leo refinado apresentou um teor de 34,87%. Ao analisar o teor de acidos graxos
poli-insaturados, o 6leo bruto apresentou uma quantidade menor (33,41%) em comparacdo
com o 0leo refinado (43,28%). Essa diferenca pode ser atribuida a oxidagao do 6leo, que pode
ter ocorrido durante o refino, armazenamento, transporte, reacdo de derivatizacdo ou

preparacdo da amostra para analise.

2.2 ENSAIO BIOLOGICO

2.2.1 Animais e Dieta
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Dezenove ratas Wistar adultas (90 dias de idade; 250 = 50 g) foram obtidas do Biotério da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) para a geracdo de descendentes. As fémeas
foram acasaladas com machos da mesma linhagem na propor¢do de 1:1. A gestagdao foi
confirmada por meio de andlise de esfregaco vaginal. Apds a confirmacgdo da gestacdo, as
fémeas foram alojadas individualmente em gaiolas de maternidade de polipropileno sob
condi¢des ambientais controladas: temperatura de 22 £ 1 °C, ciclo claro/escuro de 12 horas

(luzes acesas as 6h) e umidade relativa de aproximadamente 65%.

As ratas prenhas foram distribuidas aleatoriamente em trés grupos experimentais: Controle
(CG/n=6): receberam agua destilada; Oleo Bruto (OB/n=6): suplementadas com 3.000 mg/kg
de peso corporal de o6leo bruto de castanha-do- Brasil; Oleo Refinado (OR/n=7):
suplementadas com 3.000 mg/kg de peso corporal de 6leo refinado de castanha-do- Brasil. A
suplementagdo foi administrada por via oral, por gavagem, do 7° dia de gestagdo ao 21° dia
pos-natal (final da lacta¢dao). Durante todo o periodo experimental, as maes tiveram livre
acesso a racdo padrao (Presence Purina®, Sdo Paulo, Brasil) e agua. As ninhadas foram
padronizadas em 8 filhotes, sendo preferencialmente 4 fémeas e 4 machos; nenhuma ninhada
foi mantida sem a presenga de machos e fémeas. O delineamento experimental refere-se a
dieta materna. Para cada grupo, utilizamos: Controle - CG-M e CG-F (13 machos e 11
fémeas), Petroleo Bruto - CO-M e CO-F (12 machos e 12 fémeas) e Petroleo Refinado - RO-
M e RO-F (14 machos e 15 fémeas) (Fig. 1).

A dosagem foi baseada em Torres et al. (2016), que administraram 3.000 mg/kg de
peso corporal de 6leo de pequi em ratos sem observar efeitos hepaticos adversos e relataram

propriedades antioxidantes e anti-inflamatorias.

Todos os procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais
(CEUA) do Centro de Saude e Tecnologia Rural — CSTR/UFCG (Aprovacdo n° 09/2020),
seguindo as normas do Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal
(CONCEA - Brasil), de acordo com a Lei n°® 11.794/2008 (Lei Arouca) e as diretrizes
ARRIVE 2.0 para relato de pesquisa com animais (Du Sert et al., 2020).
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Figura 1 - Protocolo experimental
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2.2.2 Ontogenia Reflexa dos Filhotes

A consolidacao das respostas somaticas e reflexas foi avaliada diariamente do dia p6s-
natal (DPN) 1 ao 21, sempre no mesmo horario (6h as 8h), seguindo o protocolo descrito por
Smart e Dobbing (1971). Um reflexo foi considerado consolidado quando a resposta esperada
foi observada por trés dias consecutivos, sendo o primeiro dia de aparecimento registrado
como o dia da consolidagdo. O tempo maximo de observagiao para cada teste de reflexo foi
definido em 10 segundos.

Os seguintes reflexos foram avaliados: desaparecimento do reflexo de preensdo
palmar e aparecimento do reflexo de endireitamento, evitacdo de penhascos, posicionamento
das vibrissas, geotaxia negativa, sobressalto auditivo e endireitamento em queda livre. Cada
teste foi limitado a um tempo méximo de observagdo de 10 segundos, sendo cada filhote uma

unidade de amostragem independente (desde que haja controle para o efeito da ninhada).

2.2.3 Testes Comportamentais

Teste de Habitagdo em Campo Aberto
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Os animais foram submetidos tanto ao Teste de Habitacdo em Campo Aberto quanto
ao Teste de Reconhecimento de Objetos (TRO). Cada animal foi exposto ao campo aberto
duas vezes. A primeira exposi¢ao serviu como um teste de habituagdo, e o teste foi repetido
sete dias depois para comparar a atividade locomotora e avaliar a aprendizagem nao
associativa, conforme descrito por Rachetti et al. (2012).

O principal pardmetro analisado foi o niimero de interagdes exploratorias, definidas
como locomogdo completa (todas as quatro patas) em diferentes secoes do campo. Cada
sessao teve duragdo de 10 minutos ¢ foi realizada entre 6h ¢ 8h da manha. Todas as sessoes
foram gravadas em video e o equipamento foi higienizado com uma solugdo de alcool a 10%

antes e depois de cada teste.

Teste de Reconhecimento de Objetos (TRO).

O TRO foi empregado para avaliar a memoria de curto e longo prazo. O teste foi conduzido
em um campo aberto preto (60 x 60 x 60 cm) marcado com seis linhas que se cruzavam,
formando quadrantes de 20 x 20 cm. A arena era uniformemente iluminada e continha objetos
pretos de diferentes formatos (retangular ou piramidal) e texturas (lisa ou rugosa), conforme
descrito por Nava-Mesa et al. (2013).

O procedimento consistiu em quatro sessdes de 10 minutos, divididas em trés fases: 1-
Habitagao (Dia 1): Os animais foram colocados no campo aberto sem objetos por 10 minutos
para reduzir o estresse devido ao manuseio. 2- Teste de Memoria de Curto Prazo (Dia 2): 24
horas apds a habituagdo, os animais foram expostos a dois objetos familiares (OF1 e OF2)
com a mesma textura (lisa), mas formatos diferentes (tridngulo e retdngulo prismatico),
colocados em cantos opostos. Apds uma hora, os animais foram devolvidos ao campo, agora
com FO1 e um novo objeto (NO1) que tinha a mesma forma que FOI, mas uma textura
diferente, substituindo FO2. 3- Teste de Memoria de Longo Prazo (Dia 3): Realizado 24 horas
apos o teste de curto prazo, os animais foram expostos a FO2 (mesmo local) e a um segundo
novo objeto (NO2), com a mesma forma que FO2, mas com textura diferente.

O desempenho da memoria foi avaliado medindo-se o tempo de exploracao do novo
objeto. A memoria de curto prazo foi inferida a partir do segundo teste no Dia 2, e a memoria
de longo prazo a partir do Dia 3.

A exploracdo foi analisada como uma razao:TN / (TF + TN) onde TN = tempo
explorando o novo objeto e TF = tempo explorando o objeto familiar (Gustavsson et al.,
2010). Todas as sessdes foram gravadas em video e o aparato foi limpo com dalcool a 10%

antes e depois de cada sessao.
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Labirinto Aquatico de Morris

O teste do Labirinto Aquatico de Morris foi usado para avaliar a aprendizagem
espacial e a memoria de trabalho, que dependem da fun¢do do hipocampo (Brandeis et al.,
1989; Sullivan, 2010). O protocolo foi adaptado de Delint-Ramirez et al. (2008) e Vorhees e
Williams (2006). Os animais foram treinados para localizar uma plataforma escondida usando
pistas visuais posicionadas ao redor da piscina. Os seguintes parametros foram analisados:
Laténcia de fuga (tempo para alcancar a plataforma) durante o treinamento e teste: Numero de
cruzamentos no quadrante alvo e tempo gasto no quadrante da plataforma. Uma piscina
circular de plastico preto (1,60 m de didmetro, 82 cm de altura) foi utilizada, dividida em
quatro quadrantes (norte, sul, leste, oeste). Uma plataforma transparente de acrilico (10 x 13
cm) foi colocada no quadrante noroeste, submersa 1 cm abaixo da superficie da agua,
equidistante do centro e da borda. A piscina foi preenchida com agua opaca (adicionando
leite) até uma profundidade de 54 cm. O rastreamento por video foi realizado utilizando o
software Ethovision, com as posicoes dos animais registradas a cada 0,1 segundos. A fase de
treinamento consistiu em quatro tentativas por dia, durante trés dias consecutivos. Em cada
tentativa, os animais eram colocados em um quadrante aleatorio e tinham 60 segundos para
encontrar a plataforma. Caso ndo conseguissem, eram guiados até a plataforma e podiam
permanecer 14 por 10 segundos. Um intervalo de descanso de 20 segundos seguia cada
tentativa. No quarto dia, um teste foi realizado sob as mesmas condigdes.

Sete dias depois, foi realizado um Teste de Sondagem: a plataforma foi removida e os
animais puderam nadar livremente por 60 segundos. A recordacdo da memoria foi avaliada
com base no tempo gasto no quadrante alvo onde a plataforma havia sido previamente

localizada.

2.2.4 Eutanasia

Ao final do periodo de lactacdo, as fémeas foram anestesiadas com uma combinagado
de cloridrato de cetamina e xilazina (1 mL/kg de peso corporal) e o leite materno foi coletado
de acordo com o protocolo adaptado de Keen et al. (1981).

Apbs os testes comportamentais, os filhotes foram mantidos em jejum por 6 horas e,
posteriormente, anestesiados com a mesma combinagdo anestésica (cloridrato de cetamina e
xilazina, 1 mL/kg de peso corporal) para coleta de tecido cerebral e tecido adiposo.

2.2.5 Determinacéo do Perfil de Acidos Graxos no Leite Materno e no Cérebro da Prole
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As ratas foram anestesiadas com cloridrato de cetamina e xilazina (1 mL/kg de peso corporal)
para a coleta do leite materno ao final da lactacdo. O leite materno foi coletado de acordo com
uma metodologia adaptada descrita por Keen et al. (1981). A extracdo de lipidios do leite
materno ¢ do tecido cerebral da prole foi realizada utilizando o método de Folch, Lees e
Stanley (1957). Os lipidios extraidos foram esterificados para formar ésteres metilicos de
acordo com Hartman e Lago (1973). A identificagdo e quantificacdo dos ésteres metilicos de
acidos graxos foram realizadas utilizando um cromatografo gasoso (modelo CG-Master, Ciola
& Gregori Ltda) equipado com um detector de ionizagdo de chama. A coluna utilizada foi
uma coluna capilar de silica fundida com polietilenoglicol (Carbowax 20M) (30 m x 0,53 mm
DI, 0,25 pum de espessura do filme). Condi¢des cromatograficas: Temperaturas do
vaporizador e do detector: 150 °C e 200 °C; Forno: Temperatura inicial de 80 °C (mantida por
30 minutos), seguida de um aumento de 10 °C/min até 180 °C; Fase movel: Hidrogénio a uma

vazao de 5 mL/min; Volume de inje¢do: 1 pL, com uma razao de divisdo de 1:25.

2.3 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram expressos como média + erro padrao da média (EPM). A normalidade
da distribui¢do dos dados foi avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk. As comparagdes entre os
grupos foram realizadas por meio de ANOVA de duas vias, com sexo (masculino, feminino) e
tratamento (CT, CO, RO) como fatores, seguida pelo teste post hoc de Tukey quando
apropriado. Quando nenhuma interacdo significativa entre sexo e dieta foi observada, os
dados foram analisados posteriormente por meio de ANOVA de uma via dentro de cada fator
para identificar os efeitos principais do tratamento independentemente do sexo.

Os dados relacionados a ontogenia reflexa foram expressos como valores medianos
(minimo-maximo) e analisados pelo teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste post hoc de
Dunn. Em todas as andlises, um valor de p < 0,05 foi considerado estatisticamente

significativo.

3. RESULTADOS
3.1 ONTOGENIA DO REFLEXO

A Tabela 1 apresenta os efeitos da suplementacdo materna com o6leo de castanha-do-
Brasil (Bertholletia excelsa) durante a gestacdo e lactagdo no desenvolvimento do reflexo de
filhotes machos e fémeas. Entre os filhotes machos, observou-se uma antecipag¢do
significativa no aparecimento do reflexo de posicionamento da vibrissa no grupo Oleo Bruto

(OB) em comparagdo com os grupos Controle (CB) e Oleo Refinado (OR) (p < 0,0001; F
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(2,58) = 46,03). Nao foram observadas diferencas significativas para os demais reflexos entre
os grupos de machos.

Em contraste, efeitos mais pronunciados foram observados nas crias fémeas, em
relacdo a sua dieta. O grupo CO exibiu desenvolvimento mais precoce dos reflexos de
Evitacdo de Penhasco (p < 0,001; F (2,58) = 9,176), Posicionamento de Vibrissa (p < 0,0001;
F (2,58) = 46,03), Geotaxia Negativa (p < 0,01; F (2,58) = 4,995) e Sobressalto Auditivo (p <
0,01; F (2,58) = 5,592) em comparacao com o grupo RO.



Table 1. Reflex ontogeny of male and female offspring of rats treated during gestation and lactation with crude and organic Brazil nut oil.
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GROUPS

Reflex response

Palmar Grasp *

Righting #

CIiff Avoidance #
Vibrissa Placing #
Negative Geotaxis #
Auditory Startle #

Free-Fall Righting #

MALE FEMALE Analyzed Effects
CcG co RO CG Co RO Sex  Diet Sexand
Diet

7 (5-7) 6 (2-8) 5.5 (4-12) 6(3-8) 6 (3-9) 5.5 (4-14) ns s ns

5 (3-14) 4(2-5) 5 (3-7) 5(4-13) 5.5 (4-8) 5 (3-7) ns  ns ns
14 (8-16) 11(5-13)  12(9-16) 14 (11-17) 8 (6-12)° 10 (8-16)° ns  0.0003  ns
14 (11-16)  12(11-13) 16 (15-17)° 15 (14-17)y 12 (10-13)° 16 (15-17): ns  <0.0001 ns
14(13-15) 13 (11-14)  13.5(12-15) 14 (11-15) 125 (10-14) 14 (12-16)° ns 0.0l s
12(12-13)  13(12-13) 13 (12-16) 13 (12-13)" 12 (11-13)° 135(12-16¢  ns  0.006  ns
14(14-16)  13(12-15) 13 (12-17) 15 (14-15) 13 (12-14) 13 (12-17) ns 002  ns

Control (CG-M = 13, CG-F = 11); Crude oil (CO-M = 12, CG-F = 12); Refined oil (RO-M = 14, RO-F = 15). Values are expressed as median (minimum—maximum). * = day
of reflex disappearance; # = day of reflex appearance. Different letters indicate significant differences between same-sex groups (p < 0.05). ns - not significant
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3.2 TESTES COMPORTAMENTALIS
3.2.1 Teste de Campo Aberto: Locomocio e Habitagcao

A atividade locomotora foi avaliada para verificar a aprendizagem ndo associativa.
Observou-se uma reducdo significativa na locomoc¢ao durante a segunda exposi¢do no grupo
RO, tanto em machos quanto em fémeas [(p < 0,01; F (1,42) = 13,65) e (p < 0,05, F (1,42) =
12,19), respectivamente] (Fig. 2A e 2B). Em contraste, os animais do grupo CO nao
apresentaram diferenca significativa entre as duas exposicoes, sugerindo um déficit ou atraso

na habituagao.

Figura 2 - Influéncia do consumo materno de 6leo de castanha-do- Brasil bruto ou refinado no parametro de
locomogdo da prole masculina e feminina no teste de campo aberto.

A Male B Female
200 200
= = 1
=
E 150+ S50+ | 2 £ ES
z E :
Z 100+ £ 100
£ g
S 50T S 50+
=] =]
= —
0 s S s o v S & » s
~ ~
SIS AN SIS N
CL O e SERCARCAFCUE

[] 1st Exposure [ 2nd Exposure

Data expressed as mean and standard error (:SEM). Ist: first exposure; 2nd: second exposure. Control (CG-M = 13, CG-F =
11); Crude oil (CO-M = 12, CG-F = 12); Refined oil (RO-M = 14, RO-F = 15). *p < 0.05 vs. Ist exposure of the same group
in the open field.

3.2.2 Teste de Reconhecimento de Objetos (TRO)

A Figura 3 ilustra a taxa de exploracdo de novos objetos na fase de memoria de
curto prazo. O grupo CO demonstrou uma taxa de exploragao de novos objetos maior do que
o grupo CG [(CO-M, p < 0,05 e CO-F, p < 0,05; F (2,59) = 186,6)], enquanto o grupo RO
apresentou as maiores taxas de exploracdo em comparagdo com os grupos CG [(RO-M, p <
0,0001 e RO-F, p <0,0001; F (2,59) = 186,6)] e CO [(RO-M, p < 0,0001 ¢ RO-F, p <0,0001;
F (2,59) = 186,6)]. Todos os grupos passaram significativamente mais tempo explorando o
objeto novo em comparacao com o objeto familiar (CG-M: p < 0,05; CO-M: p < 0,0001; RO-
M: p < 0,0001; F (1,50) = 137,8) e (CG-F: p < 0,01; CO-F: p < 0,05; RO-F: p < 0,0001; F
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(1,48) = 125,8) (Fig. 3B e 3C). O indice de discriminagdo também foi elevado no grupo CO
em comparagao com o CG (p < 0,0001; F (2,46) = 704,8) e mais alto no grupo RO, quando
comparado aos grupos CG (p < 0,0001; F (2,46) = 704,8) e CO (p <0,0001; F (2,46) = 704,8)
(Fig. 3D).

Figura 3 - Andlise da memoria de curto prazo com taxa de exploracdo do novo objeto e tempo de exploragdo dos
objetos familiares e novos.
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Data expressed as mean and mean and standard error (SEM). (A) Long-term memory object exploration test. (B and C)
Exploration time of the familiar object and novel object in the short term. (D) Discrimination Index. ° Indicates significant
difference for the same group, in the time of exploration of the familiar object and the novel object. Control (CG-M = 13,
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CG-F = 11); Crude oil (CO-M = 12, CG-F = 12); Refined oil (RO-M = 14, RO-F = 15). Values are expressed as mean and
standard deviation (Two way ANOVA, Tukey p < 0.05). *p <0.05, ***p <0.001.

Na fase de exploracdo de objetos a longo prazo, os ratos do grupo RO mostraram
uma exploragdo significativamente maior do objeto novo em comparacdo com o objeto
familiar, superando os grupos CO (RO-M: p < 0,0001; RO-F: p < 0,0001) e CG (RO-M: p <
0,0001; RO-F: p < 0,0001) (F (2,50) = 721,7) (Fig. 4A). Nos machos, o grupo CO também
apresentou maior exploracdo do objeto novo em comparag¢dao com o grupo CG (p <0,0001) (F
(2,50) =721,7), embora em menor grau do que o RO.

Em relacdo ao indice de reconhecimento (Fig. 4B), a prole masculina em ambos os
grupos CO e RO demonstrou uma preferéncia significativamente maior pelo novo objeto em
comparagdo com o CG (CO: p < 0,05; RO: p < 0,0001; F (1,48) = 37,90), indicando uma
memoria de longo prazo aprimorada. Nas fémeas, esse efeito foi observado apenas no grupo
RO, que superou todos os outros grupos (p < 0,0001; F (1,50) =42,29) (p < 0,05) (Fig. 4C).

O indice de discriminagdo mostrou um aumento significativo no grupo RO em comparagado
com o CG, tanto em machos quanto em fémeas (p < 0,0001; F (2,50) = 721,7) (Fig. 4D),
indicando que a suplementacao com o6leo refinado melhorou a memoria de reconhecimento de

forma mais eficaz.

Figura 4 - Anélise da memdria de longo prazo com taxa de exploragdo do objeto novo e tempo de exploracao dos
objetos familiares e novos.
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Data expressed as mean and mean and standard error (:SEM). (A) Long-term memory object exploration test. (B and C)
Exploration time of the familiar object and novel object in the short term. (D) Discrimination Index. ° Indicates significant
difference for the same group, in the time of exploration of the familiar object and the novel object. Control (CG-M = 13,
CG-F = 11); Crude oil (CO-M = 12, CG-F = 12); Refined oil (RO-M = 14, RO-F = 15). Values are expressed as mean and
standard deviation (Two way ANOVA, Tukey p <0.05). **p <0.01, ***p <0.001, ****p < (0.0001.
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Durante a fase de aquisi¢do do teste MWM, todos os grupos de controle e
experimentais apresentaram uma redugdo progressiva na laténcia de fuga ao longo dos dias de
treinamento, demonstrando aprendizado espacial eficaz e aquisi¢do da tarefa (Fig. SA e 5B).

No teste de sondagem (Fig. 5C), os filhotes machos do grupo CO exibiram laténcia
de fuga significativamente menor em comparagdo com o CG (p < 0,0001) e o RO (p <
0,0001) (F (2,56) = 209,9), sugerindo melhora na memoria espacial. Por outro lado, o grupo
RO apresentou laténcia significativamente maior do que o CG (p < 0,0001) e o CO (p <
0,0001) (F (2,56) = 209,9), indicando comprometimento na reten¢do de memoria nos machos.
Nos filhotes fémeas, os grupos CO e RO exibiram laténcias de fuga significativamente
menores em comparagdo com o CG (p < 0,0001), refletindo melhora na memoria espacial.

Em relagdo as travessias dos quadrantes da plataforma (Fig. 5D), os filhotes machos
dos grupos CO apresentaram uma redugao significativa em comparacao com os grupos CG (p
< 0,0001) e RO (p < 0,05) (F (2,40) = 6,228), apresentando o menor numero de travessias, o
que pode indicar uma estratégia de busca na plataforma menos consistente. Nas fémeas, nao
foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre os grupos.

Em relacao ao tempo gasto no quadrante da plataforma (Fig. SE), os filhotes machos
do grupo RO passaram significativamente mais tempo no quadrante correto em comparagao
com o grupo CG (p < 0,0001) e com o grupo CO (p < 0,0001) (F (2,49) = 39,57), enquanto os
machos do grupo CO passaram menos tempo do que o grupo controle (p < 0,0001). Em
contraste, os filhotes fémeas dos grupos CO e RO passaram significativamente mais tempo no
quadrante da plataforma em comparacdo com o grupo CG (p < 0,05), indicando melhor

consolida¢dao da memoria.



56

Figura 5 — Desempenho no labirinto aquatico de filhotes machos e fémeas de ratos tratados com 6leo bruto e
refinado de castanha-do- Brasil durante a gestago e lactagio.
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Effects of treatment with crude and refined Brazil nut oil (3000 mg/kg body weight) on the performance of adult offspring
treated during pregnancy and lactation. (A, B) Training phase: Latency (seconds) taken by the animals to find the submerged
platform during training sessions. (C) Probe test: Latency (seconds) to reach the quadrant where the platform was previously
located. (D) Probe test: Number of crossings over the former platform location in the target quadrant. (E) Probe test: Time
(seconds) spent by the animals in the target quadrant. Data are expressed as mean + standard deviation. Statistical analysis
was performed using two-way ANOVA followed by Tukey’s post hoc test (p < 0.05). Groups: Control (CG, n = 12), Crude
o0il (CO, n = 12), Refined oil (RO, n = 12). The number of asterisks indicate the level of statistical significance *p < 0.05 and
**¥¥p <0.0001.
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3.3 COMPOSICAO DE ACIDOS GRAXOS NO LEITE MATERNO E NO CEREBRO DA
FILHA

A composi¢do de acidos graxos (AG) do leite materno foi significativamente influenciada
pela suplementagdo materna com o6leo de castanha-do- Brasil bruto (OC) e refinado (OR)
durante a gestagdo e a lactagdo. Entre os acidos graxos saturados (AGS), o leite de maes
suplementadas com OC apresentou niveis significativamente mais elevados de 4cidos caprico,
laurico e miristico em comparagao tanto com o grupo controle (GC) quanto com o grupo OR
(p < 0,05). Em contrapartida, o grupo OR apresentou concentra¢des significativamente
menores de 4cidos laurico e miristico do que os grupos GC e OC. Os niveis de acido
palmitico ndo diferiram significativamente entre os grupos. O dacido estedrico foi
significativamente reduzido no grupo OC, enquanto os grupos GC ¢ OR mantiveram niveis
mais elevados e comparaveis (p < 0,05). O teor total de AGS permaneceu semelhante entre os
grupos GC e OC (aproximadamente 57,6%), mas foi significativamente menor no grupo OR
(53,35%).

Em relagdo aos acidos graxos monoinsaturados (AGMI), o acido oleico aumentou
significativamente em ambos os grupos tratados com Oleo em comparagdo com 0 grupo
controle (GC), sendo que o grupo RO apresentou a maior concentracio de AGMI (34,06%),
seguido pelo grupo CO (33,65%) e pelo GC (29,71%) (p < 0,05).

O perfil de acidos graxos poli-insaturados (AGPI) diferiu acentuadamente entre os
grupos. O grupo RO apresentou os niveis mais elevados de acido linoleico, superando
significativamente os dos grupos GC e CO (p < 0,05). Notavelmente, o acido araquidonico
(0,32%) foi detectado exclusivamente no grupo RO, contribuindo para o seu elevado teor total
de AGPI (7,95%). O grupo CO apresentou a menor concentragdo de AGPI (3,45%), enquanto
o GC apresentou niveis intermediarios (5,76%). Consequentemente, a razdao AGPI/AGS foi
maior no grupo RO (0,14), seguido pelo GC (0,10) e pelo CO (0,06) (Tabela 2).

A andlise da composicdo de acidos graxos (AG) no tecido cerebral da prole revelou
diferencas significativas entre os grupos. Na prole masculina, o teor total de 4cidos graxos
saturados (AGS) foi maior no grupo controle (GC, 35,22%), seguido pelo grupo tratado com
6leo bruto (CO, 28,84%) e pelo grupo tratado com o6leo refinado (CO, 28,11%). Entre os
AGS, o acido palmitico apresentou reducdo significativa nos grupos CO e RO em comparagio
ao CG (p < 0,05). Por outro lado, os acidos araquidico e estearico apresentaram niveis

significativamente elevados nos grupos tratados com 6leo, particularmente no grupo OR (p <
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0,05). Na prole feminina, os niveis totais de AGS foram de 27,49% (CG), 25,75% (CO) e
26,01% (RO), com o acido palmitico novamente mais abundante no CG. Os niveis de acido
estearico e behénico foram maiores nos grupos experimentais, especialmente no grupo RO.

Em relagdo aos acidos graxos monoinsaturados (AGMI), a prole masculina do grupo
RO apresentou o maior teor total de AGMI (25,01%), seguida pelos grupos CO (21,36%) e
CG (20,92%). Esse aumento foi impulsionado principalmente por uma elevacao significativa
do acido oleico no grupo RO (p < 0,05). Da mesma forma, nas fémeas, os niveis de AGMI
foram mais elevados no grupo RO (33,55%), superando significativamente os dos grupos CG
(20,98%) e CO (16,63%) (p < 0,05).

As concentracdes de acidos graxos poli-insaturados (AGPI), particularmente o acido
linoleico, foram significativamente menores nos grupos tratados em comparacao com o grupo
CG. Nos homens, os niveis de acido linoleico foram de 26,59% (CG), 19,74% (CO) e 20,65%
(RO), enquanto nas mulheres, os valores foram de 19,03% (CG), 17,57% (CO) e 17,39%
(RO), com diferencgas estatisticamente significativas entre os grupos (p < 0,05).

A relagdo PUFA/SFA, um indicador chave da qualidade lipidica, também variou
entre os grupos. Nos homens, essa relagao foi de 0,75 (CG), 0,68 (CO) e 0,73 (RO), enquanto
nas mulheres foi de 0,69 (CG), 0,68 (CO) e 0,62 (RO), indicando uma tendéncia a reducao da

qualidade lipidica nos grupos tratados, particularmente no grupo RO.
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Table 2 - Fatty acid composition in the breast milk of rats and offspring brain treated during pregnancy and lactation with refined (RO) and crude (CO) Brazil nut oil.

OFFSPRING BRAIN

Fatty acids (%) BREAST MILK MALE FEMALE

CG co RO CG (6{0) RO CG (6{0) RO
SATURATED
Lauric acid C12:0 3.26+0.01a  5.07£0.02b  2.934+0.02 a - - - - - 2.18+0.01
Myristic acidC14:0 436+0.02a 6.0820.01 b  3.66+0.02 ¢ - - 0.05+0.01 - - 0.22+0.01
Palmitic acid C16:0 4.33+0.01a  5.1+0.01b 3.4340.01 ¢ 28.13+0.01 a 18.52+0.01 b 18.19+0.01 b 16.49+0.01 a 17.19+0.01 a 19.57+0.01 b
Stearic acid C18:0 19.59+0.01 a  18.56+0.02a 18.1+0.01a  0.82+0.01a  2.06+0.01 b  0.48+0.01a  0.170.01a  1.17£0.01 b  2.17+0.01 ¢
Araquidoic C 20:0 26.05+0.02a 22.99+0.01 b 2523+0.01 a 3.43+0.0la 5.22+0.01b  6.57+0.01 ¢  7.16£0.01a 4.58+0.01 b  0.34+0.01 c
Behenic C 22:0 3.26+0.01a  5.07£0.02b  2.93+0.02a 2.84+0.01a  3.04£0.01a 2.87+0.01a 3.67+0.01a 2.81£0.01b  1.53+0.01c¢
TOTAL 57.59 57.8 53.35 35.22 28.84 28.11 27.49 25.75 26.01
MONOUNSATURATED
Palmitoleic C16:109 - - - 0.94+0.01 a  2.06+0.01 b  2.12+0.01 b  2.04+0.01a  1.85+0.0l a  0.46+0.01 b
Oleic acid C18:1w9 29.71£0.01 a 33.65£0.01 b 34.06+£0.02b 19.98+0.01 a 19.57+0.01 a 22.89+0.01 b 18.94+0.01 a 14.78+0.01 b 33.09+0.01 ¢
TOTAL 29.71 33.65 34.06 20.92 21.36 25.01 20.98 16.63 33.55
POLYUNSATURATED

Linoleic Acid C18:2w6¢c 5.76+0.03a  3.45+0.01 b  7.63+0.01 ¢ 26.59+0.01 a 19.74+0.01 b 20.65+0.01 b 19.03+0.01 a 17.57+0.01 b 17.39£0.01 b

TOTAL 5.76 3.45 7.63 26.59 19.74 20.65 19.03 17.57 17.39

PUFA/SFA 0.75 0.68 0.73 0.69 0.68 0.62
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Control (CG-M = 13, CG-F = 11); Crude oil (CO-M = 12, CG-F = 12); Refined oil (RO-M = 14, RO-F = 15). Different letters between bars mean differences between groups (p<0.05).
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4 DISCUSSAO

Este estudo avaliou os efeitos do consumo materno de 6leo de castanha-do- Brasil
(Bertholletia excelsa) bruto e refinado durante a gestacdo e lactacdo na maturagdo do sistema
nervoso ¢ no desempenho cognitivo inicial da prole, com foco nas respostas especificas ao
sexo. Os resultados indicam que tanto a composi¢ao lipidica quanto o grau de refinamento do
6leo influenciam distintamente os perfis de dcidos graxos cerebrais, a ontogenia dos reflexos e
o desempenho da memoria, com diferengas marcantes entre machos e fémeas.

A suplementacdo materna com O6leo bruto levou a um avango significativo no
desenvolvimento de varios reflexos sensério-motores, particularmente na prole feminina, que
apresentou expressao mais precoce dos reflexos de Evitacdo de Penhasco, Posicionamento da
Vibrissa, Geotaxia Negativa e Sobressalto Auditivo. Nos machos, observou-se antecipagao no
reflexo de Posicionamento da Vibrissa em comparagao com o grupo do oleo refinado.

Esses resultados sugerem que o 6leo bruto de castanha-do- Brasil favorece uma
maturagdo neurosensorial aprimorada durante periodos criticos do neurodesenvolvimento,
com efeitos mais proeminentes em mulheres. Isso pode ser devido a preservagdao de
componentes bioativos no 6leo bruto, principalmente acidos graxos saturados de cadeia
média, como os acidos laurico e miristico. Esses dacidos graxos s3o metabolizados
rapidamente e servem como fontes de energia eficientes para o cérebro em desenvolvimento,
apoiando processos-chave como mielinizagdo e sinaptogénese — ambos essenciais para a
maturagao precoce dos reflexos motores.

Embora o oleo refinado contenha uma propor¢do menor desses acidos graxos
saturados, ele também exerceu alguns efeitos positivos no desenvolvimento motor, ainda que
menos robustos. Esses beneficios provavelmente estdo ligados as suas maiores concentragdes
de acidos graxos monoinsaturados (AGMI) e poli-insaturados (AGPI), como os acidos oleico
e linoleico, respectivamente, que desempenham papéis estabelecidos na neurogénese, fluidez
da membrana e plasticidade sinéptica (Dutra et al., 2025).

No entanto, o processo de refinacdo pode diminuir o teor de compostos neuroativos
termolabeis ou sensiveis a oxidagdo, o que poderia explicar o desempenho inferior observado
neste grupo — especialmente entre as mulheres. Estudos comparativos reforcam essas
interpretagdes. Por exemplo, Medeiros et al. (2015) relataram atraso na maturagdo somatica e
reflexa apds a ingestdo materna de oOleo de buriti (bruto e refinado). Esse contraste

provavelmente decorre das diferencas na composi¢do do 6leo: o dleo de buriti bruto contém
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apenas cerca de 3% de d4cidos graxos saturados e cerca de 91% de é&cidos graxos
monoinsaturados, enquanto o 6leo de castanha-do- Brasil bruto contém cerca de 11% de
acidos graxos saturados e cerca de 53% de acidos graxos monoinsaturados. Por outro lado,
Pereira et al. (2025) descobriram que o 6leo de baru bruto — cujo perfil de acidos graxos se
assemelha bastante ao do 6leo de castanha-do- Brasil (20% de 4cidos graxos saturados, 49%
de acidos graxos monoinsaturados e 33% de acidos graxos poli-insaturados) — promoveu o
desenvolvimento precoce de reflexos, corroborando os efeitos benéficos de dleos com maior
saturagdo e diversidade lipidica.

No entanto, o processo de refinamento pode diminuir o teor de compostos
neuroativos termoldbeis ou sensiveis a oxidagdo, o que poderia explicar o desempenho
inferior transmitido neste grupo — especialmente entre as mulheres. Estudos comparativos
reforgam essas interpretagdes. Por exemplo, Medeiros et al. (2015) relatando atraso na
maturagdo somatica e reflexo apos a ingestdo materna de 6leo de buriti (bruto e refinado).

Esse contraste provavelmente decorre das diferengas na composi¢ao do 6leo: o oleo
de buriti bruto contém apenas cerca de 3% de 4cidos graxos saturados e cerca de 91% de
acidos graxos monoinsaturados, enquanto o 6leo de castanha-do- Brasil bruto contém cerca de
11% de 4cidos graxos saturados e cerca de 53% de 4cidos graxos monoinsaturados. Por outro
lado, Pereira et al. (2025) descobriu que o 6leo de baru bruto — cujo perfil de 4acidos graxos
se assemelha bastante ao 6leo de castanha-do- Brasil (20% de acidos graxos saturados, 49%
de acidos graxos monoinsaturados e 33% de acidos graxos poli-insaturados) — promoveu o
desenvolvimento precoce de reflexos, corroborando os efeitos benéficos de dleos com maior
saturagdo e diversidade lipidica.

No entanto, embora a antecipagdo de reflexos seja frequentemente interpretada
como um marcador de neurodesenvolvimento acelerado, ndo deve ser vista como um
indicador inequivoco de melhoria da fun¢ao a longo prazo. Por exemplo, Queiroz et al. (2019)
demonstraram que a antecipagdo de reflexos induzida por CLA estava associada a reducdo da
atividade locomotora no teste de campo aberto, ressaltando a necessidade de uma avaliagdo
comportamental abrangente ao interpretar tais resultados.

Esses acidos graxos sdao essenciais para a fluidez da membrana neuronal,
sinaptogénese ¢ modulacdo da neuroinflamagdo, apoiando, em ultima analise, o
desenvolvimento neuroldgico ideal e o desempenho cognitivo (Delgado-Noguera et al., 2015;

Fleith & Clandinin, 2005; Innis, 2014).
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Neste estudo, a atividade locomotora da prole foi avaliada usando o teste de
Habitagdo em Campo Aberto (OFH) para investigar possiveis alteracdes cognitivas
relacionadas @ memoria ndo associativa. Conforme descrito por Ganji et al. (2017) e Rachetti
et al. (2012), este protocolo avalia a capacidade do animal de se habituar a um novo ambiente,
tipicamente observada como uma reducdo progressiva na deambulagdo apds exposi¢cdes
repetidas. Um declinio no comportamento exploratorio reflete a diminuicdo da busca por
novidades, indicando a consolida¢ao da memoria contextual.

Em nossos resultados, a prole de maes suplementadas com o6leo refinado de
castanha-do- Brasil (OR) demonstrou desempenho superior de habituagdo, evidenciado por
uma reducado significativa na deambulag¢do durante a segunda exposicdo em ambos 0s sexos.
Isso sugere uma consolidagdo aprimorada da memoria contextual, alinhando-se com relatos
anteriores de Melo et al. (2019) e Pereira et al. (2025), que observaram melhorias cognitivas
semelhantes em ratos expostos a suplementagdo materna com O6leos de abacate e baru,
respectivamente.

A memoria declarativa foi avaliada por meio do Teste de Reconhecimento de
Objetos (TRO), um paradigma validado em estudos com roedores que avalia a preferéncia
inata por objetos novos, indicando assim a aquisi¢@o e retencdo da memoria.

Neste teste, tanto a memoria de curto quanto a de longo prazo foram
significativamente melhoradas na prole do grupo RO, particularmente entre as fémeas. Isso
foi evidenciado por tempos de exploragdo mais longos do novo objeto, sugerindo uma
aquisicdo e consolidacdo de memoria aprimoradas. Esses efeitos provavelmente estdo
associados aos altos niveis de acidos graxos monoinsaturados e poli-insaturados (AGMI e
AGPI) no leite de maes tratadas com RO — especialmente acido oleico (34,06%) e acido
linoleico (7,63%) — que sdo bem documentados por apoiarem a plasticidade sinédptica e a
funcdo cognitiva (Yehuda et al., 2012; Bazinet, Layé¢, 2014).

A prole do grupo de petréleo bruto (PB) também apresentou melhorias na memoria
em relacdo ao grupo controle (GC), embora em menor grau. Esse efeito intermediario pode
refletir um perfil de acidos graxos mais equilibrado, porém menos ideal. Os resultados do
teste de tolerancia a glicose oral (TTGO) confirmaram que a prole de 6leo refinado (OR),
independentemente do sexo, superou os grupos GC e PB, ressaltando a vantagem cognitiva
conferida pela suplementacdo com O6leo refinado. A analise lipidomica do tecido cerebral

corroborou essa observacao, revelando niveis mais baixos de acidos graxos saturados (AGS) e
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maior teor de 4cidos graxos monoinsaturados (AGMI) na prole de OR — um padrao
associado a reducao da neuroinflamacao e ao aprimoramento do desempenho da memoria
(Custers, Kiliaan, 2022; Melo et al., 2019; Pereira et al., 2025).

O ¢leo refinado também € rico em PUFAs, que demonstraram eficicia na reversio
de déficits de memoria em modelos de amnésia induzida por escopolamina (Delgado-
Hernandez et al., 2020). Nesse contexto, os beneficios cognitivos observados no grupo RO
sao comparaveis aos induzidos por agentes farmacoldgicos como a fluoxetina, que modulam o
comportamento emocional e cognitivo por meio da expressio de BDNF e do aumento da
neuroplasticidade no hipocampo e no cortex pré-frontal (Sakhaie et al., 2020).

Essas descobertas sao consistentes com estudos que mostram melhora na memoria
da prole de maes suplementadas com PUFAs (Queiroz et al., 2019) e daquelas suplementadas
com castanha de caju — rica em MUFAs e PUFAs (Melo et al., 2017). Em contrapartida, a
suplementa¢do com 6leos ricos em AGS e pobres em AGPI, como o 6leo de macaiba, foi
associada a comprometimento cognitivo (De Franca Silva et al., 2021), refor¢ando os efeitos
adversos da alta ingestdo de gordura saturada durante o neurodesenvolvimento.

Liu et al. (2020) apresentaram no estudo que, em nivel molecular, a suplementacio
com PUFA regula positivamente genes hipocampais envolvidos na memoria, incluindo
CREB, c-Fos e NR1 (subunidade do receptor NMDA), que sdo essenciais para a plasticidade
sindptica e a potenciacdo de longo prazo. Como o hipocampo desempenha um papel central
na codificacdo, armazenamento e recuperacdo da memoria (Sekeres, Moscovitch, Winocur,
2017), essas adaptagdes moleculares podem estar na base dos melhores resultados cognitivos
observados com a ingestao materna de PUFA.

Além da composi¢do de 4cidos graxos, o 6leo de castanha-do- Brasil contém
flavonoides e antioxidantes naturais (Dutra et al., 2025), que podem contribuir para a
neuroprotecdo, reduzindo o estresse oxidativo (Costa, Veronezi, Jorge, 2020; Costa et al.,
2022) e preservando a integridade e a fun¢do neuronal (Dantas et al., 2024; Ganji et al., 2017).
Essa sinergia entre lipidios insaturados e antioxidantes provavelmente desempenha um papel
crucial na melhora do desempenho da memoria observada nos grupos RO e CO.

Resultados semelhantes foram relatados com outros 6leos ricos em antioxidantes,
como o Oleo de cartamo (Souza et al., 2012) e extratos de Moringa oleifera, que
demonstraram redu¢do do dano oxidativo ¢ melhora da atividade de enzimas antioxidantes

(Mutar et al., 2021; Dantas et al., 2024). Da mesma forma, a suplementacdo com sementes de
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macaiba proporcionou beneficios para a memoria associados as suas propriedades
antioxidantes (De Franca Silva et al., 2021).

A memoria associativa espacial, uma fun¢do dependente do hipocampo, foi
examinada utilizando o Labirinto Aquatico de Morris (MWM) — um teste padrdo-ouro para
aprendizagem espacial e memoria de longo prazo em roedores. Os machos do grupo RO
passaram significativamente mais tempo no quadrante alvo durante a fase de retencao,
sugerindo uma melhor consolidagdo da memoria espacial, apesar de apresentarem maior
laténcia na localizagdo da plataforma. As fémeas do grupo RO tiveram um desempenho ainda
mais robusto, com superioridade consistente em todos os parametros espaciais avaliados.

Essa resposta especifica ao sexo pode refletir uma maior sensibilidade das fémeas
aos componentes neuroativos da dieta.

Resultados comparaveis foram relatados em estudos com 6leo de baru, onde os
machos demonstraram aumento no tempo de permanéncia no quadrante e redugdo nas
travessias da plataforma (Pereira et al., 2025), resultados associados a perfis enriquecidos de
MUFA e PUFA no tecido cerebral. O grupo RO no presente estudo apresentou um perfil
lipidico semelhante, provavelmente contribuindo para beneficios cognitivos paralelos.

Também ¢ bem estabelecido que o desempenho em tarefas espaciais pode apresentar
dimorfismo sexual. Em condigdes hormonais e ambientais ideais, roedores fémeas
frequentemente superam os machos em tarefas de labirinto aquatico de Morris (Jonasson,
2005; Sandstrom et al., 2006; Zorzo et al, 2024). Estrogénio, nutricdo materna e estresse no
inicio da vida modulam diferencialmente a plasticidade do hipocampo em machos e fémeas,
influenciando assim a cogni¢do espacial.

Nesse contexto, a ingestdo materna de 6leo refinado de castanha-do- Brasil — uma
fonte de lipidios funcionais e antioxidantes — pode ter exercido efeitos mais pronunciados em
fémeas devido a sua maior responsividade neuroplastica. O perfil lipidico mais favoravel
observado em fémeas RO, caracterizado por niveis mais elevados de AGMI e AGPI e menor
teor de AGS, provavelmente aumentou a plasticidade sindptica, regulou positivamente fatores
neurotréficos como BDNF ¢ CREB e reduziu a neuroinflamagdo — todos mecanismos
fortemente implicados na facilitacio da aprendizagem e da memoria dependentes do
hipocampo, como demonstrado no estudo de (Blossom et al., 2025; Custers, Kiliaan, 2022;

Sekeres, Moscovitch, Winocur, 2017).
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Apesar dos resultados promissores, sdo necessarios mais estudos para elucidar os
mecanismos moleculares subjacentes e avaliar o impacto a longo prazo da suplementacao
lipidica materna. Além disso, pesquisas translacionais envolvendo modelos humanos e a
determinagdo de dosagens dietéticas equivalentes serdo essenciais para confirmar a

aplicabilidade e a seguranca desses achados em contextos clinicos.

5 CONCLUSAO

Este estudo demonstrou que o consumo materno de 6leo de castanha-do- Brasil —
tanto na sua forma bruta quanto refinada — durante a gestagdo e a lactacdo influencia
distintamente o desenvolvimento neurologico e comportamental da prole de ratos de maneira
dependente do sexo. A suplementagdao com Oleo bruto foi associada a maturacdo acelerada
dos reflexos, particularmente entre as fémeas, enquanto o Oleo refinado melhorou
significativamente o desempenho da memdria de curto e longo prazo em ambos os sexos, com
as fémeas apresentando melhores resultados no teste do labirinto aquético de Morris.

Esses efeitos comportamentais foram acompanhados por alteracdes marcantes nos
perfis lipidicos do leite materno e do tecido cerebral da prole, especialmente no grupo do 6leo
refinado, que apresentou maiores concentragdes de acidos graxos monoinsaturados e poli-
insaturados (AGMI e AGPI). Esses lipidios, em sinergia com os compostos antioxidantes
naturalmente presentes no 6leo de castanha-do- Brasil, provavelmente contribuiram para a
melhoria da integridade sinaptica, da neuroplasticidade e da fungao cognitiva.

Em conjunto, nossos resultados sugerem que o processo de refinagdo — apesar de
reduzir alguns antioxidantes naturais — mantém ou até mesmo aprimora a composi¢ao
lipidica neuroprotetora do 6leo de castanha-do- Brasil. Isso destaca a importancia da
qualidade lipidica na nutricdo perinatal e posiciona o 6leo de castanha-do- Brasil refinado
como um candidato promissor para o suporte ao neurodesenvolvimento saudavel e a fungao

cognitiva.
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CONSIDERACOES FINAIS

A presente pesquisa demonstrou que o consumo materno do 6leo de castanha do
Brasil, tanto em sua forma bruta quanto refinada, durante os periodos gestacional e de
lactacdo, impacta de forma distinta o desenvolvimento neuroldgico e comportamental da prole
de ratos, de maneira sexo-dependente. Observou-se que a suplementagdo com o 6leo bruto
favoreceu a maturagao reflexa, especialmente nas fémeas, enquanto o dleo refinado promoveu
uma melhora significativa nos parametros de memoria, tanto de curto quanto de longo prazo,
em ambos 0s sexos.

Esses efeitos foram corroborados pelos perfis lipidicos do leite materno e do cérebro
da prole, onde se destacaram maiores teores de acidos graxos mono e poli-insaturados
(MUFA e PUFA) nos grupos tratados com 0leo refinado. Tais achados sugerem que os acidos
graxos presentes no Oleo refinado, associados a compostos antioxidantes naturais,
contribuiram para uma melhor neuroplasticidade, integridade sindptica e desempenho
cognitivo dos animais.

Portanto, nossos resultados indicam que o refino do o6leo de castanha do Brasil,
embora reduza parte dos antioxidantes naturais, preserva e até potencializa o contetdo de
acidos graxos benéficos, promovendo efeitos neuroprotetores e facilitadores da aprendizagem
e memoria. Esses dados refor¢cam a importancia do tipo e da qualidade dos lipidios
consumidos na fase perinatal, destacando o 6leo refinado de castanha do Brasil como um

potencial agente nutracéutico para o desenvolvimento saudavel do sistema nervoso.
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7 PRINCIPAIS CONTRIBUICOES TECNICO-CIENFIFICAS

As principais contribui¢des técnico-cientificas incluem a publicagdo de 1 artigo
cientifico. Intitulado: Supplementation with refined Brazil nut oil (Bertholletia excelsa) during
pregnancy and lactation improves physical, biochemical and hepatic parameters in rat

offspring, in: The Journal of Nutritional Biochemistry. Volume 148, February 2026

Também contribui com um capitulo de livro, que foi publicado na obra Nutri¢do de

Precisdo: Fundamentos e Aplicagoes,com o titulo: Programacao Fetal e Doengas Cronicas
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