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Resumo

Alimentos funcionais ricos em B-glucanas podem associar-se com atividades bioldgicas tais
como a prevengdo de danos mutagénicos e alteragdes no desempenho reprodutivo e
desenvolvimento embriofetal. Frente ao exposto a presente pesquisa avaliou os efeitos da
suplementacdo de Avena sativa L. no desenvolvimento ponderal, desempenho reprodutivo e
desenvolvimento embriofetal de ratas prenhes expostas a ciclofosfamida. Os resultados
indicaram que a suplementacdo com farelo de aveia é capaz de reduzir o ganho de peso
durante a gestacdo. Mas ndo interfere no desempenho reprodutivo e desenvolvimento
embriofetal. Verificou-se ainda que a suplementacdo com farelo de aveia ndo ¢ capaz de
prevenir os efeitos adversos causados pela administragdo da ciclofosfamida. Assim, sugere-se
que a biodisponibilidade de B-glucana, nasuplementagdo proposta, ndo ¢ suficiente para
determinar melhorias nos parametros reprodutivos pesquisados

Abstract

Functional foods containing B-glucans may be associated with biological activities such as the
prevention of mutagenic and reproductive alterations. Based on these facts, the present study
aimed to evaluate the reproductive performance, embryo development and weight gain of rats
exposed to cyclophosphamide and supplemented with Avena sativa L. (oat bran). Results
showed that the supplementation with oat bran reduced weight gain during pregnancy without
interfering in the reproductive performance/embryo development. Also, oat bran was found to
be unable to protect the adverse effects caused by the administration of cyclophosphamide.
Thus, it is suggested that the bioavailability of B-glucan on the supplementation protocols
utilized was not sufficient to determine improvements on the reproductive parameters
investigated.
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1. Introducéo

Mutagénese, teratogénese e carcinogénese sao
eventos que possuem clara relagdo. Assim, infere-se que
mudangas no material genético (mutag¢des) podem ocasionar
alteragcdes fenotipicas que se expressam como teratogénese
e/ou carcinogénese. Uma série de agentes pode aumentar as
taxas de mutag¢des, elevando a probabilidade para o
desenvolvimento desses eventos. Dentre os agentes citam-se
(D) a temperatura; (II) os virus ou transposons (elementos
genéticos que se transferem por via infecciosa de um genoma
a outro); (III) outros genes; (IV) as radiagcdes; ¢ (V) as
substancias quimicas (Salzano, 2002) e dentre elas as drogas
antitumorais e imunossupressoras como ¢ o caso da
ciclofosfamida (Oliveiraetal., 2009).

A B-glucana é um polissacarideo extraido da parede
celular de fungos e cereais. A extragdo deste polissacarideo
de fungos produz um esqueleto central linear de moléculas de

D-glicose ligadas na posi¢do P-(1-3) contendo cadeias

laterais de glicose (ligag@o f-1-6) de tamanhos variados que
ocorrem em diferentes intervalos ao longo do esqueleto
central (Di Luzio et al., 1979). Ja as B-glucanas que tém sua
origem em cereais sdo polissacarideos de residuos de glicose
com ligagdes B(1-3) e f(1-4) (Tohamy etal.,2003)

Estudos recentes tanto in vivo quanto in vitro, com
diferentes B-glucanas, demonstram sua eficacia na
prevencdo de efeitos mutagénicos causados por agentes tais
como o peroxido de hidrogénio (Slamenova et al., 2003;
Angeli et al., 2006'), doxorrubicina (Lin et al., 2004)
ciclofosfamida (Chorvatovicova et al., 1996;
Chorvatovicova et al., 1998; Tohamy et al., 2003; Oliveira et
al., 2009; Oliveira et al., 2013; Oliveira et al., 2014a),
metilmetanosulfonato (Oliveira et al., 2006; Angeli et al.,
2006b; Oliveira et al., 2007), 2-aminoantraceno (Oliveira et
al., 2006; Angeli et al., 2006b) e 3-amino-1-metil-5H-
pyrido[4,3-b]indole (Angeli et al., 2006'). No entanto,
somente um estudo demonstrou a capacidade da B-glucana
em prevenir alteracdes no desenvolvimento embriofetal.
Segundo Oliveira et al. (2009) apesar da baixa eficiéncia da
B-glucana em prevenir teratogénese, esse polissacarideo ¢é
eficiente em melhorar o desempenho reprodutivo de
camundongos fémeas tratadas com ciclofosfamida
principalmente por reduzir a taxa de perdas gestacionais e
por consequéncia aumentar a viabilidade fetal.

Diante da escassez de dados sobre a capacidade da f3-
glucana e/ou de alimentos funcionais, contendo a mesma,
prevenir teratogénese; a presente pesquisa teve por objetivo
avaliar os efeitos da suplementacdo de Avena sativa L. no
desenvolvimento ponderal, desempenho reprodutivo e
desenvolvimento embriofetal de ratas prenhes expostas a
ciclofosfamida.

2. Material e Métodos
2.1. Agente Quimico

Para a indugdo de teratogénese utilizou-se o agente
alquilante, de acgdo indireta, ciclofosfamida (Fosfaseron®),
na concentragdo final de 40mg/Kg de peso corpdreo (p.c.) via
intraperitoneal (i.p.), diluido em solug¢do tampao fosfato
(PBS), livrede Cae Mg, pH 7,4.
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2.2. Animais e Delineamento Experimental

Foram utilizados ratos da linhagem Wistar de ambos
os sexos (40 fémeas e 20 machos), em idade reprodutiva,
provenientes do Biotério Central da Universidade Estadual
de Londrina. O experimento foi conduzido no Biotério de
Nutricdo Experimental do Centro Universitario Filadélfia.
Os animais foram mantidos em caixas metabolicas, em dupla
no caso das fémeas e isolados no caso dos machos. Passaram
por um periodo minimo de adaptacio correspondente a sete
dias. A luminosidade e temperatura foram controladas
utilizando-se, para tanto, fotoperiodo de doze horas (12
horas de claro: 12 horas de escuro) com temperatura
mantendo-se em torno de 22+2°C. Os animais receberam
aguafiltrada e racdo, ad libitum.

As fémeas foram pareadas com os machos na
proporg¢do de 2:1 em cruzamento overnight. A detecg¢do da
prenhez foi feita por meio da observagio de espermatozdides
em laminas de esfregaco vaginal, sendo este dia considerado
o dia zero de gestagao.

Os animais dos grupos G1 e G2 receberam ragio
comercial por 15 dias anteriores ao inicio dos acasalamentos
e durante todo o periodo gestacional. J4 os animais dos
grupos G3 e G4 receberam rag@o comercial suplementada
com 15% de farelo de Avena sativa L. (aveia comum) (SL
Alimentos®) pelo mesmo periodo dos grupos anteriores. No
10° dia gestacional as fémeas de G1 e G3 receberam PBS
(intraperitoneal - i.p.) no volume de 0,1ml/100g (p.c.,i.p.) e
os grupos G2 e G4 receberam ciclofosfamida na
concentracdo de 40mg/Kg (p.c.,1.p.).

O periodo gestacional prolongou-se até o 20° dia,
quando as fémeas foram submetidas a eutanasia, por
deslocamento cervical, para a realizagdo das laparatomias, ja
que recém-nascidos malformados ou com baixa viabilidade
sdo frequentemente canibalizados pelas genitoras (Oliveira
etal.,2014Db).

Procedeu-se, entdo, a ooforectomia, histerectomia e
onfalectomia, registrando-se nimero de corpos luteos, sitios
de implantagdo, presenca de reabsorgdes, nimero de fetos
vivos e mortos, peso fetal e placentario. Fez-se ainda uma
analise sistematica para detec¢do de malformacdes externas
e sexagem. Com estes dados calculou-se os pardmetros ao
desempenho reprodutivo: Taxa de perdas pré-
implantacional (n° de corpos luteos - n° de implantagdes x
100/ n® corpos luteos); Taxa de reabsorc¢do (n° de reabsor¢des
x 100 / n° de implantagdes); Taxa de perdas pos-
implantacional (n® de implantagdes —n° de fetos vivos x 100/
n® de implantacdes); Taxa de malformagdes externas (n° de
fetos malformados x 100 /n° fetos analisados).

Fez-se também a adequagdo do peso a idade da
prenhez segundo a metodologia de Oliveira et al. (2009) e
Oliveira et al. (2015). Para estes autores, os fetos podem ser
classificados como: fetos com peso adequado para a idade
gestacional (PAIG) — peso compreendido entre a média de
peso dos fetos do grupo controle mais ou menos o desvio
padrio; fetos com baixo peso para a idade gestacional
(BPIG) — peso inferior a média de peso dos fetos do grupo
controle menos o desvio padrio deste mesmo grupo; e fetos
acima do peso para a idade gestacional (APIG) — peso
superior a média do peso dos fetos do grupo controle mais o
desvio padrio deste mesmo grupo.

Para a comparagdo dos resultados quantitativos
foram utilizados testes paramétricos € ndo paramétricos
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(ANOVA, Kruskal-Wallis), conforme a natureza da
distribui¢do dos dados. Os dados qualitativos e as
frequéncias obtidas, conforme recomenda a literatura
especializada (Manson et al., 1982; Hanseman ¢ Hogan,
1995), tiveram a ninhada utilizada como unidade-base. Em
todos os casos, quando p<0,05, a diferenca foi considerada
estatisticamente significativa.

3. Resultados

A Tabela 01 apresenta os dados referentes aos
parametros relativos ao desenvolvimento ponderal materno,
desempenho reprodutivo e desenvolvimento embriofetal das
fémeas pertencentes aos diferentes grupos experimentais.

A analise estatistica dos pesos maternos indicou que os
animais iniciaram o experimento com pesos semelhantes.
Quando avaliado o dia zero de gestacdo verificou-se que os
dois grupos suplementados com farelo de aveia tiveram
reducdo (p<0,05) do ganho de peso nos primeiros 15 dias de
experimento.

A analise do peso no 20° dia gestacional (peso final)
indicou que G1, grupo no qual os animais receberam ragio
comercial, apresentou a maior média, sendo esta
estatisticamente diferente de todos os outros grupos. Os
grupos G2 e G3, animais que receberam ragdo comercial +
ciclofosfamida e ragdo comercial suplementada com 15% de
farelo de aveia + PBS, respectivamente, apresentaram
médias semelhantes e diferentes de G4. Este ultimo grupo,
suplementado com racdo comercial com 15% de farelo de

Tabela 01 — Parametros relativos ao desenvolvimento ponderal materno, crescimento fetal intra-uterino e performance

reprodutiva:
Parimetros Grupo 01 Grupo 02 Girupo 03 Grupo 04
Peso Inicial® (g) 223782997 224 80 = 7.56° 210,67 = 18,14 216,86 £ 10,95
Peso Dia Zevo' (g) 268,00 + 25 32¢ 262 40 + 21 88t 23844 + 18,08" 23800+ 1143
Peso Final'fg) 355,00 £ 29 87 290 83 + 36,530 277,00 = 39 89* 22543 £ 23 32¢
Ganhoe Peso'(g) 95,78 = 19,96 24 60 £ 28 44b= 39,22 & 36 540 -12,57 £ 18,75
Peso do ditero’(g) 54,84  14,09° 11,68 + 20,26 60,62 + 65,19 0,75 +0,20°
Ganho de Peso Liguido'(g) 40,94 £21.27 12,92 £ 20,08 <2140+ 81400 -13,32+ 18,77
Peso Fetal'(g) 3,64 + 0,80 261118 3.07 £ 0,24 -
Comprimento Fetal'(cm) 346 +032 3,12 £ 042 344+ 023° -
Peso Placentirio’{g) 0,47 + 0.06° 039+0,15 0,44 + 0,05 -
Taxa Perdas Pré Implantacde’ (%) 16,55+ 23,13 19,96 + 27 43¢ 26,05 + 30, 80° 6,82 £ 11.66"
Taxa de Reabsorgdo’ %) 417+1021° B4 85+ 37,110 0,00 + 0,00 100,00 £ 0,00"
Tuxa Perdas Pos-Tmplantacdo’ (%) 417+1021° B4 85+ 37.11% 0,00 £ 0,00° 100,00 + 0,008
Taxa de Malformacdo (%) 0,00 100,00 0,00 -
Taxa de Malformagido Visceral (%) 0.00 100,00 0,00 -
Adeguacdo do Peso d idade BPIG PAIG -
gestacional

de aveia + ciclofosfamida apresentou a menor média de peso
final.

O ganho de peso indicou diferengas estatisticamente
significativas entre os diferentes grupos, exceto entre G2 ¢
G3. O maior ganho de peso foi evidenciado em G1 seguido
por G3, G2 e G4, respectivamente, sendo o ganho de peso
negativo no caso de G4, o que evidencia de fato redugdo do
peso.

O peso do utero de G4 apresentou diferenca
estatisticamente significativa se comparado ao peso do ttero
do grupo controle (G1) e em G2 houve uma tendéncia a
reducdo. No entanto, o ganho de peso liquido ndo apresentou
0 mesmo comportamento, pois ndo houve diferengas
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significativas entre os diferentes grupos experimentais.

O peso fetal indicou diferenga estatisticamente
significativa quando comparados os grupos G1 e G3 ao G2.

Em relagdo ao comprimento fetal e peso placentario
ndo houve diferengas estatisticamente significativas entre os
trés grupos experimentais avaliados. Os animais de G4 néo
tiveram fetos vidveis, logo os parametros anteriormente
descritos ndo foram avaliados para este grupo.

As taxas de perdas pré-implantacionais foram
semelhantes entre todos os grupos. As taxas de perdas pds-
implantacionais e reabsor¢des foram idénticas e houve
diferencas significativas entre os grupos que receberam
ciclofosfamida e os demais. Ndo ocorreram malformagdes
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em G1 e G3, e ataxa de malformag¢des em G2 foi de 100%.

Quando realizada a adequag@o do peso a idade
gestacional verificou-se que somente G2 teve fetos abaixo do
peso adequado para aidade gestacional.

4. Discussio

Estudos apontam que o aumento da ingestdo de
alimentos naturais estd diretamente relacionado a
diminuigdo do risco do desenvolvimento de canceres e de
outras patologias (Weisburger, 2000; Ferrari e Torres, 2002)
que estdo associadas a danos no DNA. Diante deste fato, as
pesquisas em genética toxicologica visam avaliar os efeitos
genotoxicos e mutagénicos de xenobidticos, bem como
encontrar novas substancias, presentes nas dietas, por
exemplo, com efeitos quimioprotetores e que possam
amenizar esses efeitos adversos bem como tenham a
capacidade de prevenir danos ao desenvolvimento
embriofetal (Oliveiraetal., 2009).

Dentre os componentes destas dietas estdo alguns
produtos que compdem a classe das fibras alimentares ricos
em [-glucanas. Estas sdo componentes das paredes celulares
de diversos organismos sendo um dos polissacarideos mais
encontrados na parede celular da aveia (Oliveira et al. 2006;
Oliveiraetal.,2007).

Atualmente estdo descritos inumeros efeitos
bioldgicos das B-glucanas. Estas podem agir por meio da
estimulagdo do sistema imune do hospedeiro exercendo um
efeito benéfico sobre uma variedade de infec¢des de origem
bacteriana (Tzianabos e Cisneros, 1996), viral (Reynolds et
al., 1980), fungica (Meira et al., 1996) e parasitaria
(Holbrook et al., 1981). Este composto também esta descrito
como modulador tanto da imunidade humoral quanto da
celular (Patchen e Mac Vittie, 1983; Soltys et al., 1994; Falch
et al., 2000; Tokunaka et al., 2000; Takahashi et al., 2001;
Kubala et al., 2003) sendo sua eficiéncia comprovada em
infecgdes, tumores (Maeda et al., 1996; Kogan et al., 2002) e
como estimulador da hematopoiese (Patchen e Mac Vittie,
1985; Hofer e Pospisil, 1997). Existem relatos a respeito da
ativacdo de macrofagos (Tsiapali et al., 2001), neutrofilos
(Rankin et al., 1990) e células Natural Killer (Di Renzo et al.,
1991) e por isso € considerada uma candidata promissora
comoagenteimunoestimulatdérioparapacientes
imunocomprometidos ou infectados por bactérias
multidroga-resistentes.

Junto a genética toxicologica registra-se que -
glucana apresenta atividade antimutagénica, antigenotoxica
in vitro (Slamenova et al., 2003; Oliveira et al., 2006; Angeli
etal., 2006a; Oliveira et al., 2007, Angeli et al., 2009a,b) e in
vivo (Chorvatovicova et al., 1996; Charvatovicova et al.,
1998; Tohamy et al., 2003; Lin et al., 2004; Oliveira et al.,
2009; Oliveira et al., 2013; Oliveira et. Al. 2014a); além de
possuir capacidade de aumentar a viabilidade fetal e reduzir
as taxas de perda pdsimplantacional e reabsor¢do
demonstrando assim uma melhora do desempenho
reprodutivo de fémeas de camundongos. No entanto, este
polissacarideo ndo previne, de forma significativa,
malformagdes congénitas induzidas pela ciclofosfamida
(Oliveiraetal., 2009).

Segundo Oliveira et al. (2006, 2007) a B- glucana
possui dois diferentes modos de acdo antimutagénicos.
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Logo, acredita-se que este polissacarideo possa agir tanto por
desmutagénese quanto por bioantimutagénese. Devido a este
fato optou-se pela suplementagdo da aveia, rica em -
glucana, no periodo anterior ¢ durante a gestacdo. Logo,
antes, simultanecamente ¢ apds a administragdo da
ciclofosfamida. Desta forma, esperava-se que a atividade da
B-glucana fosse maximizada visto que as substdncias
desmutagénicas sdo capazes de impedir a agdo dos agentes
indutores de danos no DNA, principalmente por adsor¢io
(Kada et al., 1982; Kada ¢ Shimoi, 1987; De Flora, 1998).
Esse modo de agdo poderia ser ainda favorecido pelo fato da
B-glucana apresentar caracteristicas de fibra alimentar e
ainda estar associada a aveia, ou seja, o xenobidtico poderia
ser adsorvido pela fibra e assim seria mais facilmente
eliminado pelas fezes (Ishii et al., 2011; Mauro et al., 2013;
Pesarini et al., 2013; Navarro et al., 2015). Ja as substancias
bioantimutagénicas, em geral, atuam como moduladoras do
reparo e replicagdo do DNA (Kada et al., 1982; Kada e
Shimoi, 1987; De Flora, 1998). Essas duas agdes conjuntas
poderiam favorecer a prevencdo de danos ao desempenho
reprodutivo e desenvolvimento embriofetal. Esses fatos
suportam o delineamento experimental realizado.

Na presente pesquisa observou-se que a
suplementacdo de aveia, rica em B-glucana, por 15 dias foi
eficiente em reduzir de forma estatisticamente significativa o
peso das fémeas anteriormente ao inicio do periodo
gestacional. Este resultado remete a capacidade das fibras
possuirem (I) a capacidade de formar géis no estdmago, (I1)
aumentar o volume do bolo alimentar, (III) causar a sensagio
de saciedade, (IV) provocar a redugio da ingestdo (Raupp ¢
Sgarbieri, 1997; Krotkiewski, 1984; Davies et al., 1991); (V)
diminuir o tempo de esvaziamento géstrico e (VI) aumento
do transito intestinal (Tungland e Meyer, 2002). A fibra ainda
pode se complexar com componentes da dieta e/ou
xenobiooticos impedindo a absor¢do destes evidenciando
também esse efeito benéfico (Walker, 1975; Cummings,
1978; Toma e Curtis, 1986; Davies etal., 1991; Oliveiraetal.,
1991; Raupp e Sgarbieri, 1996) na eliminacdo de
xenobiodticos, antinutrientes e/ou outros componentes da
dieta.

Deve-se destacar ainda que a suplementagio
previamente a gestagdo do farelo de aveia néo
secorrelacionou a nenhuma alterag@o na taxa de perdas pré-
implantacionais o que refor¢a a seguranga em se fazer o
consumo deste alimento durante o periodo pré- e peri-
gestacional.

O peso no vigésimo dia de gestacdo e ganho de peso
liquido indicou que os animais do G1 tiveram maior peso ao
final do periodo gestacional porque estes ndo foram
suplementados com farelo de aveia e ndo foram tratados com
ciclofosfamida. E valido salientar que o primeiro parametro,
suplementacdo de fibra, como discutido anteriormente
relaciona-se a perda de peso por diversos mecanismos que
envolvem a ingestdo de fibras soluveis, e o segundo,
administracdo de ciclofosfamida, pode determinar além de
toxicidade materna o ndo desenvolvimento da prole das ratas.
Este fato também corroboraria o menor ganho de peso das
fémeas prenhes tratadas com esse quimioterapico.

O desenvolvimento ponderal semelhante de G2 e G3
apesar de ndo terem recebido os mesmos tratamentos, no
primeiro caso, pode ser devido ao tratamento com
ciclofosfamida que determinou o ndo desenvolvimento
adequado dos fetos e e com isso houve menor ganho de peso.
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Ja no G3 como todos os fetos se desenvolveram
adequadamente o menor ganho de peso deve-se somente a
suplementacdo de aveia. Ja em G4 onde ndo houve ganho de
peso e sim reducdo, pode-se inferir que foi devido a
administra¢do de ciclofosfamida que determinou aumento
das taxas de perdas pds-implantacional e reabsor¢cdo que
foram de 100%. Além disso, a ciclofosfamida pode ter
causado toxicidade materna o que levaria a diminuig@o de
peso. Essa reducdo ainda pode ainda ser reforcada pela
suplementacdo de aveia. Assim, infere-se que a
suplementag¢do de aveia ndo foi capaz de exercer,
eficientemente, atividade desmutagénica, bioantimutagénica
e nem foi capaz de adsorver e/ou auxiliar na eliminagdo da
ciclofosfamida e/ou de seus metabolitos.

Logo, a suplementagdo do farelo de aveia na forma
proposta ndo biodisponibiliza quantidades suficientes de p-
glucana para que este polissacarideo tenha a capacidade de
modular a desempenho reprodutivo e/ou desenvolvimento
embriofetal como sugerido por Oliveira et al. (2009).

Os pesos dos tuteros ndo permitem nenhuma nova
interpretacdo em relagdo ao ja exposto. Mas, esses dados
corroboram para a discussdo ja apresentada para o
desenvolvimento ponderal das ratas.

Quando avaliado o peso do feto verificou-se que
somente aqueles de animais tratados com ciclofosfamida
foram menores. Ja quando comparados os fetos de fémeas
que ndo receberam ciclofosfamida, mas que foram
suplementados com rag¢io comercial ou ragdo comercial mais
aveia nido houve nenhuma diferenca significativa. Isto sugere
que a ingestdo de aveia pode interferir no ganho de peso
materno, mas ndo no fetal. Reforcam este fato os
comprimentos fetais e pesos placentarios que ndo indicaram
diferencgas entre os grupos.

Em geral, fetos mal nutridos, estdo associados a
aumento do peso placentario na tentativa de se
disponibilizacdo de maiores quantidades de nutrientes de
forma que se busque o desenvolvimento fetal adequado. No
entanto, nem mesmo no grupo que recebeu ciclofosfamida
este fato foi verificado. Mas, eventos como esses sdo comuns
em estudos com ratas diabéticas (Eriksson et al., 1982; Uriu-
Hareetal., 1985; Erikssonetal., 1989; Giavinietal., 1986).

A auséncia de malformacdes nos grupos G1 e G3
indicam que a suplementacio de aveia ndo se correlaciona ao
desenvolvimento adverso da prole de ratas visto que a
comparacdo entre os grupos nao demonstrou diferengas. As
malformacdes encontradas em G2 s@o aquelas esperadas para
a prole de ratos tratados com ciclofosfamida. As mesmas
malformagdes também foram descritas por Oliveira et al.
(2009). No entanto, a eficacia da - glucana ndo foi observada
como descrita pelo mesmo autor. Diferente do que foi
apresentado pela literatura pertinente a B-glucana, presente
na aveia segundo a suplementag@o proposta, ndo é eficiente
em melhorar a desempenho reprodutivo e o desenvolvimento
embriofetal. Contrario a isso, foi observado um quadro pior
do desenvolvimento embriofetal visto que em G4 ndo houve
registro de fetos vivos demonstrando assim aumento nas
taxas de perdas pos-implantacional e reabsorcdo e
decréscimo da viabilidade fetal.

Este estudo ndo € conclusivo. No entanto, os dados
sdo pioneiros e demonstram que alimentos funcionais, ricos
em aveia e/ou em PB-glucana, nio sdo adequados para a
prevencdo de alteragdes no desempenho reprodutivo e no
desenvolvimento embriofetal de fémeas expostas a
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ciclofosfamida.
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