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E com muito respeito que dedico este trabalho a todos os
animais de laboratério eutanasiados em minha pesquisa
cientifica. Em especial aos camundongos. Desta maneira,
dedico a espécie Mus musculus, linhagem Balb/C.
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RESUMO:

Atualmente a populacdo mundial sofre com varios transtornos psiquidtricos, como os
transtornos de ansiedade, transtornos de déficit de atencdo/hiperatividade (TDAH) e de
conduta, transtornos depressivos, obsessivo-compulsivos, estresse pds-traumético, transtorno
bipolar, dentre muitos outros. Embora existam diversos tratamentos farmacolégicos eficazes,
como o uso de drogas com efeito ansiolitico. Buscam-se cada vez mais substincias naturais
que possam ser utilizadas nos tratamentos, com menor risco de efeitos colaterais ao individuo.
Dentre essas substincias naturais destacam-se aquelas com potencial antioxidante e anti-
inflamatério com efeitos sobre o sistema nervoso central, como o resveratrol, a geleia real
(GR), os dmegas 3, 6 ¢ 9 dentre outras. Neste sentido, o presente projeto teve como objetivo
investigar os efeitos do tratamento com geleia real sobre o ganho de peso e sobre os
comportamentos do tipo ansiosos em camundongos adultos submetidos a estresse cronico por
contencdo. A GR é um produto natural que possui composicdo complexa, dispondo de uma
grande variedade de componentes, especificamente o acido graxo 10-hidroxi-2-decendico
(HDEA) que apresenta intimeras atividades biolégicas. E produzida e secretada pelas
glandulas hipofaringeas e mandibulares de jovens abelhas operérias (Apis mellifera), sendo o
principal alimento da abelha rainha durante toda sua vida, além de contribuir no
desenvolvimento das larvas em estdgio inicial. Este produto possui vdrias atividades
bioldgicas, dentre elas a de interesse para este estudo € a propriedade antioxidante. Para tanto,
inicialmente os camundongos Balb C foram submetidos ao protocolo de estresse por restricao
de movimento, sendo posteriormente testados em aparatos especificos: labirinto em cruz
elevado e campo aberto, para averiguacao da expressdo de comportamentos do tipo ansiosos.
O parametro fisiologico alteragdo de peso corporeo foi avaliado durante todo processo
experimental. Os resultados obtidos nos testes comportamentais mostraram que os quatro
grupos experimentais apresentaram comportamentos do tipo ansioso, ndo diferindo
significativamente um do outro. Tanto no C.A quanto no LCE foram analisados 6
parametros, nos quais em todos os quatro grupos experimentais apresentaram valores de
média muito proximos um dos outros. Mostrando que todos apresentaram sinais de estresse e
comportamentos do tipo ansiosos nos dois testes comportamentais. A geleia real na dose de
200 mg/kg ndo foi capaz de diminuir tal comportamento e também ndo foi capaz de reverter

tal comportamento no grupo estressado cronicamente.

Palavras chaves: Geleia Real, Estresse Cronico, Comportamento do tipo Ansioso.



ABSTRATC

Currently the world population suffers from various psychiatric disorders, such as
disorders attention deficit hyperactivity disorder (ADHD) and conduct, depressive disorders,
obsessive-compulsive, post-traumatic stress disorder, bipolar disorder, among many others.
Although there are several effective pharmacological treatments such as the use of drugs with
anxiolytic effect, in the case of anxiety disorder the drugs used are: buspirone, diazepam and
clonazepam, among many other medicines. Seek ever more natural substances that can be
used in treatments, with less risk of side effects to the individual. One of these natural
substances include those with antioxidant and anti-inflammatory with potential effects on the
central nervous system, as resveratrol, Royal Jelly (RJ), the omegas 3, 6 and 9 among other.
In this sense, this project aims to investigate the effects of treatment with Royal Jelly on
physiological changes and about the weight gain behaviors in adult mice subjected to chronic
stress situations due to containment. The RJ is a natural product that has a complex
composition, with a wide variety of components, specifically the fatty acid 10-hydroxy-2-
decendico (HDEA) that features numerous biological activities. Is produced and secreted by
the hypo pharyngeal glands and mandible of young worker bees (Apis mellifera). Being the
main food of the Queen Bee throughout your life, besides contributing in the development of
early-stage larvae. This product has several biological activities, among them of interest to
this study is the antioxidant property. To do this, initially the Balb C mice will be subjected to
stress protocols for restriction of movement, later being tested on specific devices: high cross
maze and open field, for investigation of the behaviors of type expression anxious. The results
obtained in behavioral tests showed that the four experimental groups showed anxious type
behaviors not significantly different from each other. In both O.F and E.P.M six
parameters were analyzed, in which all four experimental groups average values very close to
one of the other. Showing all signs of stress and anxious type behaviors in two behavioral
tests. Royal Jelly at a dose of 200 mg/kg was not able to reduce such behaviour and it wasn't

able to revert such behavior in the group chronically stressed.

Keywords: Royal Jelly, Chronic Stress, Anxious Type Behavior.
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1. Introducao

Atualmente populagdes do mundo inteiro sofrem com transtornos mentais, que
incapacitam os individuos e t€ém impacto social e econdomico na vida dos afetados. Durante
séculos, tais transtornos atingiram os individuos de diferentes civilizagdes, sendo que as
pessoas que nio possuiam comportamentos considerados adequados perante a sociedade eram
tidas como loucas, profetas (que recebiam sinais dos deuses), médgicos e até mesmo possuidos
por demoénios (este udltimo com influéncia da igreja). Desta forma, os doentes eram
abandonados, excluidos da sociedade e chegavam a serem presos, para que ficassem assim
isolados do mundo e da sociedade (SPADINI; SOUZA, 2006).

Apenas com o passar das décadas é que os transtornos psiquidtricos € os proprios
doentes foram sendo compreendidos, e com os avancos na drea da saude levantou-se a
importancia do diagndstico preciso e do tratamento adequado para cada caso. S6 com a
criacdo do Manual de Diagndstico e Estatistico das Perturbacdes Mentais, ou Manual de
Diagnéstico e Estatistico de Transtornos Mentais “Diagnostic and Statistical Manual of
Mental Disorders”(DSM), que hoje se encontra na quinta edicdo e da Classificacio
Estatistica Internacional de Doencas e Problemas Relacionados a Satde — CID, no qual ja esté
na décima primeira edi¢@o, é que tais transtornos mentais foram mais corretamente elucidados
(SPADINI; SOUZA, 2006).

A DSM-V e a CID-10 orientam e definem varios transtornos mentais. E segundo a

DSM-V define-se como transtornos mentais:

Um transtorno mental é uma sindrome caracterizada por perturbag¢do clinicamente
significativa na cogni¢do, na regulacio emocional ou no comportamento de um
individuo que reflete uma disfuncdo nos processos psicolégicos, bioldgicos ou de
desenvolvimento subjacentes ao funcionamento mental. Transtornos mentais estdo
frequentemente associados a sofrimento ou incapacidade significativos que afetam
atividades sociais, profissionais ou outras atividades importantes. (AMERICAN
PSYCHIATRIC ASSOCIATION (Estados Unidos). Manual Diagnéstico e Estatistico
de Transtornos Mentais. 5.ed. Washington: Artmed, 2013. 947 p.)

Indmeras doengas neuropsiquidtricas atingem a populacdo mundial em alguma fase da
vida, seja ela na infancia, adolescéncia, vida adulta ou na terceira idade. Dentre tais doencas
temos distirbios bipolares, transtornos depressivos e ansiosos, deméncias, esquizofrenia,
fobias, dentre muitos outros. Segundo relato da Organizacdo Mundial de Saide (OMS), no
ano de 2017 cerca de 322 milhdes de pessoas no mundo sofriam com a depressdo, 264

milhdes com ansiedade, 21 milhdes com esquizofrenia e 60 milhdes com transtornos
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bipolares. No mesmo ano, no Brasil, o nimero de pessoas atingidas pela depressao foi de 11,5
milhdes, o equivalente a 5,8% da populagdo e 18,6 milhdes sofriam com a ansiedade, 9,3% da
populagdo (Organizacao Mundial da Satide- OMS, 2017).

Entre os principais transtornos que atingem a populagdo, o transtorno de ansiedade é
um dos mais comuns e apresenta relacdo direta com o estresse cronico. Segundo a DSM-V, os
transtornos de ansiedade acometem pessoas que apresentam o medo e ansiedade de forma
excessiva e compartilhada; sendo o medo uma resposta emocional frente a determinada
ameaca e a ansiedade uma antecipagao da ameaca futura. Ambos estados se sobrepdem, mas
também se separam, dependendo da situacdo enfrentada pelo individuo. Somente se realiza a
classificacdo e o diagndstico dos transtornos de ansiedade quando os sintomas apresentados
nio provém do uso de substincias, remédios, efeitos biologicos ou drogas (Manual
Diagnoéstico e Estatistico de Transtornos Mentais DSM-V).

Ainda segundo a DSM-V, existem vdrios transtornos de ansiedade, dentre eles o
transtorno de ansiedade generalizada, o transtorno de ansiedade social, o transtorno de panico,
a agorafobia, o transtorno obsessivo compulsivo (TOC), o transtorno de conduta e muitos
outros. Entre os individuos atingidos os mais acometidos s3o do género feminino (Manual
Diagnéstico e Estatistico de Transtornos Mentais DSM-V).

De modo simplificado, a ansiedade € um sentimento vago, desagraddvel, que esta
associado a uma condi¢do de apreensdo ou tensdo, na qual o medo ndo é obrigatoriamente o
responsavel, mas pode ser causada pela perspectiva / possibilidade de algo ocorrer em um
futuro préximo (CASTILLO et al., 2000). E uma caracteristica humana, ndo sendo possivel
reproduzir de forma idéntica em modelo animal. Porém, com o auxilio do modelo animal é
possivel analisar os “comportamentos do tipo ansiosos” que se assemelham ao apresentado
pelo ser humano (ANDREATINI et. al, 2001).

Tanto a ansiedade como o estresse possuem efeitos duradouros e estdo diretamente
relacionados com o fato de que seus ajustes fisioldgicos ultrapassam a drea do Sistema
Nervoso Autdnomo, chegando assim a outros sistemas como o sistema enddcrino e
imunolégico (LENT, 2005).

Segundo Lent (2005), os termos ansiedade e estresse sdo muitas vezes empregados
como sindnimos, e suas manifestacoes sdo consideradas reagdes normais até o ponto que
comecam a provocar sofrimento no individuo. Dai em diante pode ocorrer ansiedade
patolégica generalizada e outros distirbios emocionais.

O estresse provém do meio ao qual o individuo pertence e das diversas situagdes

estressantes que o mesmo presencia dia apés dia. Entre os fatores externos considerados
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estressantes para o individuo estd a urbanizagdo, a migracao, o status social, os abusos fisicos
e psicoldgicos, os traumas, o abandono, as tragédias e o bullying. Situacdes de estresse
cronico podem predispor ao surgimento de distirbios mentais como depressdo e ansiedade
(JOCA et al., 2003), funcionando como um “gatilho”, capaz de causar uma desordem
comportamental, contribuindo para o surgimento ndo s6 da ansiedade e depressdo, mas de
outras doengas neuropsiquidtricas (HATA et al., 2000).

O estresse é proveniente também da interacdo entre as caracteristicas da pessoa e as
demandas do meio, ou seja, as discrepancias entre 0 meio externo e interno e a percep¢ao do
individuo quanto a sua capacidade de resposta. A resposta ao agente estressor engloba:
aspectos cognitivos, comportamentais e fisiolégicos que visam propiciar uma melhor
percepg¢ao da situagao.

Ainda sobre o estresse, seu termo denota o estado gerado pela percep¢ao de estimulos
que provocam excitagdo emocional e, ao perturbarem a homeostasia, disparam um processo
de adaptacdo caracterizado, entre outras alteracdes, pelo aumento da secrecdo de adrenalina
produzindo diversas manifestacdes sistémicas, como distirbio fisiolégico e psicoldogico. O
termo designa ainda, a resposta geral e inespecifica do organismo a um estressor ou a uma
situacdo estressante (MARGIS et al., 2003).

Um episddio de estresse sofrido por uma pessoa é capaz de causar diversas alteracdes
neurofisiolégicas, dentre elas a diminuicdo/supressio da neurogénese, que ocorre em
determinadas dreas como, por exemplo, no Hipocampo e Hipotdlamo. Isto faz com que haja
prejuizo na formacdo e desenvolvimento das células do Sistema Nervoso (JOCA, 2003).

Para que o organismo consiga gerar uma resposta eficaz contra o estresse fisico e
mental, deve ocorrer a ativagdo de um sistema neuroenddcrino conhecido como eixo
hipotdlamo-hipéfise-adrenal (HHA), que esta associado diretamente com a sintese e liberagao
de hormonios, influenciando na disponibilidade energética para o organismo, na resposta
imunoldgica e também em relagdo aos comportamentos. A hiperatividade desse eixo pode
contribuir para fisiopatologia de transtornos psiquiatricos (JURUENA et. al, 2004).

O HHA desempenha papel fundamental na resposta a estimulos internos e externos,
através da liberacdo de hormonios glicocorticoides (GC) provindos das glandulas adrenais,
que exercerdo papel importante nas respostas ao estresse cronico. Quando o eixo HHA €
ativado, elevam-se imediatamente os niveis de glicocorticéides no plasma sanguineo.

A exposi¢do ao estressor vai provocar a ativacdo dos neurdnios presentes no ntcleo
paraventricular do Hipotdlamo, que sintetizardo o hormoénio liberador de corticotropina

(CRH), que agird em diversas dreas cerebrais como amigdala e hipocampo relacionadas a
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emog¢des e comportamentos sociais (ZUARDI, 2010), além de promover a liberacdo do
hormoénio adrenocorticotrépico (ACTH) pela hipéfise anterior que influenciard na liberacdo
do cortisol e corticosterona pelas glandulas adrenais. Niveis elevados de cortisol atuardo em
diversos tecidos. Dentre eles estruturas do telencéfalo e diencéfalo, influenciando em

mecanismos de memoria e aprendizagem (MARGIS et. al, 2003).

Figura 01: Esquema simples da ativagdo do eixo HHA em resposta ao estresse: O hipotalamo libera CRH, que

estimula a liberagdo de ACTH pela adenohipéfise. O ACTH induz a liberagdo de cortisol — principal hormdnio regulador do
Resposta ( - !
corporal ao é;f‘\? /___5:‘3}
estresse Hipotalamo == -
CRH | = : \

™
* 5 n i s * Hipd
Glandula pituitaria E Hipafize

(Hipofise)

;ﬁéTH Situada acima dos rins:

%‘i‘:iglandu!a suprarrenal
(Adrenal)

CRH - corticotropina liberando hormdnio
ACTH - hormdnio adrenocorticotrépico

- -
Sistema imune
sistema imunoldgico — pelo cértex das glandulas adrenais.

Fonte: http://nolimiardafisiologia.wixsite.com/blog/single-post/2016/03/08/Keep-Calm-and-n%C3% A3o-libere-
cortisol (2018).

Esta exposicdo cronica ao estresse pode levar a diversas modificacdes no organismo,
como alteragdes na neurogénese no Giro Dentado do Hipocampo regido com fungdo
importante na memoria de trabalho e informacodes espaciais (JOCA et al., 2003). A exposi¢ao
cronica ao estresse pode levar a déficits cognitivos, vulnerabilidade em regides encefélicas,
alteracdo na defesa neuronal, além de causar a peroxidacdo dos lipidios de membrana e
agressdo as proteinas dos tecidos devido principalmente a abundancia de radicais livres que
estdo sendo liberados, causando danos oxidativos (BARREIROS, 2006). Para proteger o
organismo contra o estresse oxidativo e suas consequéncias deletérias, existem diversos
sistemas formados por enzimas como, por exemplo, a Glutationa Peroxidase (GPx) que reduz
os niveis de peroxido de hidrogénio (H202), e das espécies reativas de oxigénio (ERO),

moléculas que costumam alterar proteinas e lipidios nas células(OLIVEIRA, 2010).
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Deste modo, antioxidante é qualquer substancia que, quando presente em baixa
concentracdo comparada a do substrato oxiddvel, regenera o substrato ou previne
significativamente a oxidacdo do mesmo (BARREIROS et al., 2000).

Quando os niveis de estresse estdo excessivamente elevados, ha risco de danos/lesao
aos tecidos, degradacdo dos lipideos das membranas, ataque a proteinas e enzimas dos
tecidos, levando desta forma ao desenvolvimento de diversas patologias (BARREIROS et al.,
2006). Além de promover modificagdes no comportamento, bem como no comportamento de
roedores.

Para combater aos efeitos provindos do estresse cronico, tal como os transtornos
mentais, dos tipos ansiosos e depressivos, existem diferentes classes de farmacos
(especificamente os psicofdrmacos). Muitos transtornos necessitam da utilizagdo de
medicamentos especificos, por exemplo, esquizofrenia, transtorno bipolar, depressdo grave e
ataque de panico.

A ansiedade é um dos sintomas presentes em quase todos 0s transtornos psiquiatricos,
sendo no transtorno de ansiedade o de principal manifestacdo. As drogas utilizadas no
tratamento de ansiedade sdo nomeadas de ansioliticos. Entre os ansioliticos mais usados a
partir da década de 60 estdo os benzodiazepinicos-BDZ (grande grupo de drogas), sendo
alguns de seus representantes o clordiazepoxido (Librium®) e o diazepam (Valium®), ambos
possuindo efeitos ansioliticos, anticonvulsivantes, hipnéticos e sedativos. Entre os farmacos
indicados para os casos de transtorno de panico estdo o alprazolam, o clonazepam e o
diazepam; nos transtornos de ansiedade generalizada o diazepam, o clonazepam e o
bromazepam; no tratamento de insénia o midazolam, o nitrazepam, o flurazepam e o
flunitrazepam; em convulsdes o clorazepato. Atualmente muitos antidepressivos com menos
efeito colaterais, como a imipramina, a venlafaxina e a paroxetina vem substituindo algumas
dessas drogas nos tratamentos da ansiedade (CORDIOLI, 2014).

Os ansioliticos apesar de comprovada eficiéncia clinica apresentam como efeitos
colaterais: sedagdo, fadiga, perda de memoria, sonoléncia, falta de coordenacdo motora,
diminui¢do no reflexo e atengdo, podendo também levar a sindrome de descontinuagdo, na
qual o paciente apresenta quadro de dependéncia ao remédio(CORDIOLI, 2014). A
Buspirona, pertencente ao grupo das azapironas, que vem sendo utilizada no tratamento de
ansiedade generalizada, quando se hé contra indica¢des do uso de BDZ, no geral ndo causam
sedacdo e dependéncia como efeitos colaterais, mas podem levar o paciente a sentir tontura,

cefaléia, ndusea, fadiga, sudorese e inquietude (CORDIOLI, 2014).
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As analises dos efeitos colaterais dos farmacos utilizados para tratar transtornos
mentais apontam para a necessidade de busca por outras formas alternativas de tratamentos
com os produtos naturais, trazendo nenhum ou pouco efeito colateral a saide do paciente
(VORKAPIC; RANGE, 2011).

Devido aos riscos/danos que o excesso de radicais livres causa ao organismo, hoje em
dia, existem varios estudos e interesses no uso de substincias com efeitos antioxidantes no
sistema nervoso. Os radicais livres podem ser formados de modo natural através da via
aerdbica do nosso metabolismo ou por perturbacdes bioldgicas.

Na natureza existem diferentes compostos que, por meio de suas propriedades
antioxidantes, possuem efeito comprovado contra o estresse oxidativo, protegendo o corpo
contra as consequéncias do estresse cronico. Neste contexto destaca-se a geleia real (GR),
produto formado através da secrecdo das glandulas hipofaringeas e mandibulares localizadas
na regido da cabeca das abelhas operdrias da espécie Apis mellifera. A produgdao da GR esta
relacionada com o desenvolvimento/nutricdo da abelha rainha e de sua prole. Possui coloragdo
amarelada e € constituida por um complexo de elementos: lipideos, carboidratos, proteinas,
vitaminas (A, E, D, C e B), minerais (ferro, fésforo, magnésio, potassio e cdlcio), dgua,
aminodcidos (sendo 10-hidroxi-trans-2-dcido-decendico o principal), enzimas e muitos outros

componentes (PAVEL; BARNUTIU 2011; NAGALI, 2001).

Os antioxidantes presentes na geleia real (GR) atuam no combate aos radicais livres
liberados pelo estresse cronico. Possuem também acdo neurotréfica, que promove o aumento
da diferenciacao das células presentes no cérebro.

Por sua complexidade de componentes a GR possui diversos potenciais farmacéuticos
como atividade antioxidante, acdo neurotréfica, acdo hipotensiva e reguladora no sangue,
acdo antitumoral, acdo anti-inflamatéria, efeito antibidtico, atividade imunomodulatéria e
antialérgica, efeito sobre o sistema reprodutor, efeito antienvelhecimento e efeito de
proliferacdo celular. Estudos apontam que a GR estimula o crescimento de neuritos
(HATTORI et al.,, 2006; ITO et al.,, 2012) e facilita a expressio de RNAm de Fator
Neurotréfico Derivado de Linhagem de Célula Glial (GDNF), induzindo a producdo de uma
neurotrofina essencial para regulacdo da plasticidade, fun¢do, manutengdo e desenvolvimento
do sistema nervoso (HASHIMOTO et al., 2005). Possui também acdo neurotrdpica,
contribuindo assim no melhoramento da memoria, aumento de diferenciacio em todas as

células cerebrais, bem como contribuindo na redu¢ao da ansiedade (PAVEL, 2011).



18

Dentre todos os elementos que constituem a GR, o que apresenta maior atividade
bioldgica € o 4cido graxo 10-hidroxi-trans-2-acido-decendico (HDEA), com atividade
antitumoral, antioxidante, antibidtica e estimulo da producdo de coldgeno. O HDEA mostrou
possuir efeito similar ao BDNF, sendo capaz de favorecer o crescimento de neuronios
(HATTORI et al., 2007).

No intuito de analisar compostos com potencial antiestresse, fez-se necessdrio a
inducdo do estresse cronico em modelo animal. Existem vérios modelos de estresse induzido
na literatura, tal como por restricio de movimento, alteracdo especifica no ritmo de
temperatura (SART), estresse pelo frio e pela presenca do predador.

Devido as suas importantes propriedades antioxidante a suplementacdo com GR
podera ser como uma alternativa para combater as espécies reativas de oxigénio, prevenindo
assim o estresse oxidativo no sistema nervoso central. Como mostrado anteriormente, ela
possui em sua composicdo o 4cido graxo 10-hidroxi-trans-2-dcido-decendico (HDEA),
candidato a ser uma alternativa natural futura, atuando nos tecidos cerebrais, induzindo, por
exemplo, o crescimento de neuritos, o aumento da neurogénese e a producdo de fatores
neurotroficos. Além de agir contra os radicais livres que prejudicam varias fungdes do
organismo (HATTORI et al., 2007-2009).

Nesse sentido, o presente trabalho visou induzir comportamento do tipo ansioso em
camundongos, por meio de contengdo e verificar se 0 GR exerce modelo protetor contra o

estresse, impedindo o estabelecimento de comportamentos do tipo ansiosos.

2.0BJETIVOS:

2.1 Objetivo Geral:
Avaliar os efeitos do estresse crOnico nos comportamentos associados a ansiedade em
modelo animal, assim como possivel papel da suplementacao com Geleia Real na prevencao

de tais comportamentos.

2.2 Objetivos Especificos:
v Analisar os efeitos gerados pelo estresse cronico, por contenc¢éo, nos comportamentos
do tipo ansiosos em camundongos machos;
v' Estudar possiveis efeitos da suplementagio com Geleia Real na atenuagdo dos
comportamentos do tipo ansiosos causados pelo estresse cronico;

v' Verificar alteragdes no peso dos animais.
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3. MATERIAIS E METODOS:

3.1 Animais:

Foram utilizados camundongos machos recém desmamados, pertencentes a linhagem
Balb C, espécie Mus musculus. O fornecimento foi feito pelo Centro de Bioterismo e
Experimenta¢do Animal (CBEA) da Universidade Federal de Uberlandia (UFU). O protocolo
experimental foi aprovado pela Comissdo de Etica na Utilizacio de Animais (CEUA/UFU)
nimero 042/17. Os animais foram mantidos no Locatdrio de Animais da ARFIS/ICBIM até
atingirem a idade adulta (por volta do sexagésimo dia apds o nascimento - P60) quando
inciaram-se os experimentos descritos na sequéncia do texto.

Foram estabelecidas as seguintes condi¢des ambientais: ciclo de luz controlado
(claro/escuro 12hs/12hs), alimentac¢do e ingestdo hidrica ad libitum, e permanéncia em caixas
(mini-isoladora) de 17 cm de largura x 27 cm de comprimento x 12,5 cm de altura nos
padrdes ambientais estabelecidos acima, com fluxo de ar puro, ventiladas por exaustdo,
permitindo assim uma prote¢do aos animais contra agentes contaminantes. Como representa

nas imagens a seguir:

Figura 02 e 03 - [lustragdo do modelo de estante e caixas mini isoladoras utilizadas para manter os camundongos em

isolamento e protecdo ao ar ambiente.

Fonte: https://www.alescobrasil.com.br/racks (2018).

3.2 Classificacoes dos Grupos Experimentais:

Os animais (P60) foram divididos da seguinte forma:


https://www.alescobrasil.com.br/racks
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Grupo Geleia Real + Estresse (GR/E): Camundongos que foram submetidos ao estresse e
suplementados com a geleia real;

Grupo H20 + Estresse (H20/E): Camundongos submetidos ao estresse e suplementados
com dgua deionizada;

Grupo Geleia Real/ Sem Estresse (GR/SE): Camundongos nao submetidos ao estresse e
suplementados com a geleia real;

Grupo H20/ Sem Estresse (H20/SE): Camundongos ndo submetidos ao estresse e

suplementados com dgua deionizada.

3.3 Etapas dos Experimentos:

O experimento foi dividido em cinco partes, veja o esquema abaixo:

(Parte 01): A solicitacdo dos animais;

(Parte 02): Ao atingirem a idade adulta (P60), iniciou-se as administracdes de GR por meio
da gavagem (T O1 até T 21 dias);

(Parte 03): Ap6s 7 dias recebendo Gr ou Agua por gavagem iniciou o protocolo de estresse
cronico, com a continuac¢ao da administragio de geleia ou 4gua por meio da gavagem:;

(Parte 04): Posteriormente as semanas da induc@o do estresse e da gavagem comecaram 0s
testes comportamentais (T- 22)

(Parte 05): No final dos testes foi realizada a eutanasia dos animais.
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Administra¢do por gavagem

3.4 Realizacoes dos procedimentos:

3.4.1 Fornecimento da Geleia Real e da Agua Deionizada:

A Geleia Real foi fornecida pelo Prof. Dr. Foued Salmen Espindola do Instituto de

Genética e Bioquimica- INGEB/UFU, sendo mantida e armazenada no freezer do laboratério
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de fisiologia DEFIS/ICBIM, a -20°C de temperatura. A geleia real, pertence a marca Apiarios
Girassol, foi utilizada na dose de 200mg/kg de peso animal, e diluida em 200 ul de dgua

deionizada.

Figura 04- Abelha operdria e a Geleia Real, em sua colmeia.

Fonte: http://8ou80foto.com/2017/09/25/geleia-real-poderoso-produto-natural/ (2019).

3.4.2 Método de Administracio de Geleia Real ou Agua Deionizada:

A GR ou Agua foram administradas por gavagem uma vez ao dia, 45 minutos antes da
primeira sessdo de estresse. Iniciando uma semana antes dos procedimentos de indugdo de
estresse e perdurando durante as proximas duas semanas (totalizando 21 dias de
administracio de GR ou Agua Deionizada). A gavagem ocorria por uma cinula guia (de 4
cm) com a ponta arredondada e flexivel introduzida na boca do animal e gentilmente

empurrada para o es6fago.

4. Método de Inducao de Estresse por Restricio de Movimento:

Durante 14 dias os animais passaram pelo estresse por restricio de movimento durante
o periodo da manhda das 8h as 10h (120 minutos). Este procedimento de imobiliza¢do
consistiu-se em conter o animal em um tubo cilindrico de acrilico, (6-7 cm de didametro com
12 cm de largura) com respiradouro. Os camundongos puderam avangar somente para frente e
para trds dentro do tubo, mas ndo conseguiram virar a cabeca ou movimentar a cauda,

experimentando assim uma situagdo de restricdo de movimento.

5. Medidas dos Parametros Fisioldgicos:
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Os animais tiveram seus pesos mensurados dia sim dia ndo, desde o inicio dos

experimentos, até o dia da eutandsia.
6. Método de Inducao da Morte dos Animais:

Os machos foram eutanasiados dias ap6és o final dos testes comportamentais por meio
de aprofundamento de anestesia com uma mistura de cetamina (10%) e xilazina (2%), seguido
de deslocamento cervical. As carcagas ficaram acondicionadas no freezer a uma temperatura

de -20°C até o momento de descarte definitivo.
7. Testes Comportamentais:

Apds a indugdo do estresse e eventuais tratamentos com geleia real ou dgua, os
animais passaram pelos seguintes testes comportamentais: Campo Aberto e Labirinto em

Cruz Elevado, direcionados para anélise de comportamentos do tipo ansiosos.
7.1 Campo Aberto (CA):

O CA consiste em avaliar a quantidade de atividade motora do animal e os parametros
comportamentais que indiquem um estado “ansioso” em modelo animal. Para esta avaliagao
foi utilizado um aparato feito de acrilico, com formato circular e contendo uma base de 30 cm
de diametro. Esta base € circundada por uma parede de 30 cm de altura. O assoalho do aparato
¢ dividido em quadrantes periféricos que sdo adjacentes a quadrantes centrais (RAMOS,

2008).

Figura 05- Campo Aberto, aparato redondo de acrilico. Um dos métodos padrio utilizado para avalia¢do

de comportamentos do tipo ansiosos em camundongo.
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Fonte: https://www.bonther.com.br/produtos/189/open-field-campo-aberto (2018).

No inicio do teste os animais foram posicionados no centro do aparato e os
comportamentos expressos foram gravados por 5 minutos em video para andlise posterior dos
seguintes parametros comportamentais: a permanéncia na drea central do aparato, medida em
segundos; o ndmero de quadrantes percorridos no total; o nimero de quadrantes percorridos
na parte periférica, o nimero de quadrantes percorridos na drea central, e a porcentagem da
locomocdo central. E os seguintes parametros complementares: quantidade de rearing
(movimento em que o animal fica sobre as duas patas traseiras e se levanta para explorar mais
o ambiente).

Entre cada animal testado foi realizada a limpeza do aparato com d&lcool 15%,
deixando-o secar antes do inicio do préximo animal.

Segundo a literatura, a maioria dos roedores prefere a periferia do aparato a édrea
central, onde ficaria mais exposto frente a um possivel ataque predatério (RAMOS et al 1997-
2008). Quanto mais quadrantes ele percorre na periferia e quanto menos tempo ele passa

dentro da drea central (drea desprotegida) do aparato, mais ansioso o animal € considerado.

Além destes fatores existem outros que s@o complementares e que ajudam na anélise do teste.

7.2 Labirinto em Cruz Elevado:

Este € uns dos principais modelos usados para mensurar a ansiedade, surgiu por volta
dos anos 50. E inicialmente estava relacionado com experimentos associados a exploracdo e
medo, foi desenvolvido por Montgomery, como modelo inicial, o labirinto em Y elevado.
Handley e Mithani (1984) posteriormente foram os responsdveis por iniciarem trabalhos com
o labirinto elevado em forma de cruz, caracterizando hoje o labirinto em cruz elevado. E um
teste muito utilizado hoje em dia para se estudar sobre a ansiedade e os comportamentos do
tipo ansiosos apresentados pelos roedores (MORATO, 2006). Dentro deste teste é analisado
um comportamento chamado avaliacdo de risco, no qual o ambiente novo iria ocasionar um
aumento no impulso exploratério € um aumento no medo, originando assim um conflito
interno nos roedores, entre explorar o ambiente e proteger-se contra as dreas abertas e
elevadas.

Atualmente o Labirinto em Cruz Elevado (LCE) € o teste mais utilizado para selecdo
de drogas ansioliticas, permitindo investigar aspectos comportamentos, fisioldgicos e
farmacoldgicos dos animais (RAMOS, 2008).

Os animais colocados no labirinto em cruz elevado apresentam comportamento de

avaliacdo de risco (“risk assessment”), como jd mencionado anteriormente que pode estar


https://www.bonther.com.br/produtos/189/open-field-campo-aberto
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relacionado a hipervigilancia, apresentada por individuos ansiosos (BLANCHARD et al.,
2001; LACERDA, 2006).

O teste compreende em utilizar um aparato feito de acrilico, plastico ou madeira com
as seguintes medidas: brago aberto (34 x 6,5 cm) e brago fechado (34 x 6,5 x 15 cm). Neste
caso foi utilizado um aparato feito de polipropileno, em formato de cruz elevada com 50 cm
de altura em relacdo ao substrato da sala em que o teste serd realizado. O aparato dispde de
dois bragos aberto e dois bragos fechados que estdo posicionados de forma oposta entre si. Os
bracos abertos ndo contém bordas nas extremidades. Neste teste o animal pode explorar
liviemente os bragcos do labirinto durante cinco minutos. Os pardmetros comportamentais
expressos pelos animais foram filmados para posterior andlise. (PINTO et al., 2012). Antes

de um novo animal ser testado, o aparato foi limpo com élcool 15%.

Figura 06 e 07: Labirinto em Cruz Elevado, aparato com uma plataforma em cruz acima do solo, com
um par de bracos abertos e um par de bragos oposto fechados. Método padrao utilizado para avaliagcdo de

comportamentos do tipo ansiosos em camundongo.

o

Fonte: http://analisedocomportamentouel.blogspot.com/2016/01/ (2018).

Os parametros comportamentais avaliados no LCE incluem: tempo de permanéncia na
plataforma central, tempo gasto nos bragos fechados e abertos, porcentagem de tempo gasto
nos bracos fechados e abertos em relacdo ao tempo total do teste, nimero de entradas nos
bracos abertos e fechados. Os parametros complementares foram: headdipping (nimero de
inclinagdes com a cabega em relagdo ao braco aberto- mergulho), ocorréncia de urina e fezes
durante o teste, freezing (congelamento) do animal, grooming (comportamento de
autolimpeza), nimero total de espreita, o nimero total de rearing (apoio do animal sobre as
patas traseiras), stretched attend postures (esticada- postura na qual o animal se estica de
forma cautelosa adiante, sem que saia do lugar, permanecendo imdveis as patas traseiras,
voltando posteriormente para a mesma posicdo) e por fim o nimero de quedas a partir do

braco aberto (PINTO, 2012).


http://analisedocomportamentouel.blogspot.com/2016/01/
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Tabela I — Distribui¢ao tedrica dos indices comportamentais observados no Labirinto em Cruz Elevado e Campo

Aberto, fatores ansiedade e locomogao.

MODELO Ansiedade Locomocao

Labirinto em Cruz Elevado
Numero de entradas nos bragos abertos
% de entradas nos bracos abertos
% de tempo nos bracgos abertos

Espreitas

XXX X X

Head dippings

Numero de entradas nos bragos fechados X
Campo Aberto

Ambulagao Total

Ambulagao Periferica X

Ambulacdo Centro (nimero) X

Fonte: LACERDA, 2006 “Ansiedade em Modelos Animais: efeito de drogas nas dimensdes
extraidas da analise fatorial”

8. Programas Utilizados:

8.1 Open Field

O Programa OpenFLD foi utilizado em especial para andlises dos testes
comportamentais referentes ao Campo Aberto. Este programa conta com intimeras op¢des que
facilitam principalmente a contagem dos 300 segundos e o reconhecimento do animal no

centro do aparato.

8.2 Teste Estatistico:
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O teste estatistico realizado para andlises e entendimento dos resultados obtidos
através dos experimentos (Campo Aberto e Labirinto Em Cruz Elevado) foi feito através do
programa online Prisma (GraphPad Prism7). Dentro deste programa Prism, utilizou-se o ONE
WAY ANOVA e o TWO WAY ANOVA seguido do pds teste Newman-Keuls para
comparagdes. O nivel de significancia atribuido foi de (p < 0,05). Para realizagdo destes
grificos se trabalhou através das médias, do desvio padrdo e dos erros padrdo das médias

EPM +

9. Resultados dos Testes Comportamentais:

9.1 Teste Campo Aberto

Buscou-se analisar as relagdes do tipo ansiosas pelos animais dos grupos experimentais.

Campo Aberto - Tempo de Permanéncia no Centro
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Grafico 01- Tempo de permanéncia na drea central dos quatro grupos; Grafico 02- Porcentagem da locomogado
central; Grafico 03- Locomogao Central; Grafico 04- Locomogao Total; Grafico 05- Rearing; Grafico 06-
Locomog@o Periferica. Nenhum dos graficos apresentou diferencas significativas para p < 0,05. Os resultados

foram expressos na forma de média + EPM.

Quanto ao tempo de permanéncia na area central, os grupos controle: H2O/S.E (42,12
+ 5,3) e H20/E (45,51 + 8,7) e os grupos suplementados com GR/S.E (40,58 + 4,9) e GR/E
(45,80 £+ 6,4), ndao mostraram diferenca significativa, sendo que, os quatros grupos
permaneceram pouco tempo (40 segundos) na drea central (grafico 01). Em relacdo a
locomocao central e periférica, temos que em relagdo ao parametro de quadrantes percorridos
no centro (grafico 03), os quatro grupos se apresentam de forma semelhante: H2O/S.E (14,8 +
2,08), GR/S.E (15 £ 2,28), H20/E (13,16 + 1,89) GR/E (13,0 £ 1,75), todos percorrendo
poucos quadrantes centrais € mostrando uma quantidade menor de quadrantes percorridos.
Em quanto a locomogao periférica (grafico 06), todos os quatros grupos permaneceram boa
parte do tempo nos quadrantes periféricos, inclusive o grupo controle, ndo havendo diferenca
significativa entre eles: H20/S.E (108,58 + 14,09), GR/S.E (94,17 + 12,49) H2O/E (105,5 +
10,09) e GR/E (93,5 + 11,39).

Quando comparamos a locomog¢do total de quadrantes percorridos, os grupos
suplementados GR/S.E (109,2 + 12,24) e GR/E (106,5 + 10,35) e os grupos controle,
H20/S.E (123,2 + 14,02) e H20/E (118,7 + 10,08), mostram valores semelhantes, ndo
apresentando diferenca significativa entre eles (grifico 04). Do mesmo modo, quanto a
porcentagem de locomogao central, observou-se que tanto os grupos controle H20O/S.E (15,6
+4,44), H20/E (13,0 £ 2,11) quanto os suplementados GR/S.E (17,0+ 3,10) e GR/E (15,78 +
3,49) mantiveram um padrdo semelhante entre si, possuindo pouca porcentagem na area
central do aparato (grifico 02). Por fim o dltimo pardmetro analisado neste teste foi o
comportamento de rearing, que assim como todos os outros nao apresentou diferenca
significativa entre os quatro grupos: H20O/S.E (59,8 + 4,8), GR/S.E (55,4 £5,5), H20O/E (60,0
+4,47), GR/E (62,6 + 6,07)(grafico 05).
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9.2 Teste Labirinto em Cruz Elevado- LCE

Neste teste também se buscou analisar as reagdes do tipo ansiosas expressas pelos

animais experimentais.
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Grafico-11

Gréfico 07- Nimero de entrada nos Bracos Abertos dos grupos experimentais; Grafico 08- Tempo(s) nos
Bragos Abertos em porcentagem; Gréfico 09- Tempo (s) nos Bragos Fechados; Grafico 10- Rearing e Gréfico
11- Headdipings. Nenhum dos parametros/graficos apresentou diferengas significativas para p < 0,05. Os
resultados foram expressos na forma de média + EPM.
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Com relacdo ao primeiro parametro analisado para este teste, tempo de permanéncia
nos bracos abertos, percebemos que ndo houve diferenca significativa entre os grupos (57,76
+ 19,16), H20O/E (69,72+ 18,81) e os grupos tratados GR/S.E (59,55 £ 13,23), GR/E (53,55 +
14,51) em relacdo a na quantidade de tempo nos bracos abertos (grafico 08). Inclusive o grupo
controle permanecendo pouco tempo nos B.A. Também em relacdo ao nimero de entradas
nos bracos abertos, houve baixa quantidade de entradas ndo havendo diferencas significativas
entre os grupos: H2O/S.E (4,86 + 1,08), H20O/E (5,84 + 1,22), GR/S.E (6,17 = 1,53) e GR/E
(3,67 = 1,08) (grafico 07).

Em relacdo ao tempo gasto nos bracos fechados (grafico 09), medido em segundos, os
grupos continuaram a manter padrdo de semelhanca entre eles, ndo mostrando diferenca
significativa. H2O/S.E (238,3 + 19,7), GR/S.E (232,5 £ 12,7), H20/E (224,5 + 17,9) e GR/E
(238,5 £ 15,2). Novamente observamos os que até mesmo o préprio grupo controle ficou
muito tempo nos bracos fechados, de forma geral todos ficam quase que 100% do tempo nos
bracos fechados.

Em relagdo ao pardmetro complementare no rearing o grupo suplementados com GR
tenderam a exibir menos esse comportamento, GR/S.E (21 = 2,06) e GR/E (20,17 + 2,15) em
relac@o aos grupos controles H20O/S.E (23,42 + 2,32) e H2O/E (24,84 + 2,30), mas a diferenca
nido foi significativa entre os quatros grupos (grafico 10). Quanto ao outro, parametro
completar headdiping, ndo se observou diferenca significativa entre os grupos nao estressados
H20/S.E (16,4 + 6,27) e GR/S.E (16,5 + 4,50), que apresentaram valores proximos. Embora o
grupo H2O/E (21,5 = 7,0) tenha apresentado quantidades maiores deste comportamento que o

grupo suplementado, GR/E (12,3 + 4,07), ndo houve diferenca entre eles (grafico 11).

9.3 Resultados do Controle de Peso dos Animais

O controle de peso foi um parametro fisioldgico verificado ao longo de todo o
experimento. Como pode ser visto no grafico 12 a média dos pesos dos animais do grupo
controle que ndo foram expostos ao estresse cronico H20/S.E (25,7 + 0,26) foi menor em
comparacdo a média de peso observado no grupo que recebeu suplementacdo de GR, GR/S.E
(27,2 £ 0,23). J4 o grupo controle que foi exposto ao estresse cronico H20O/E obteve média
maior (27,17 £ 0,5) em relagdo ao grupo suplementado com GR (27, 15 + 0,3). Mostrando

assim de forma geral, que ndo houve diferenca significativa entre os quatros grupos.



Controle do Peso dos Animais 30

30-
- H20/S.E
=+ GR/SE
A -+ H20/E
= -+ GRE
2 26+ M
2]
o
24-
22 L L] L T T T T T L] T T

ANm 6 A 3 N 000 N
o"a o"b o‘” 0‘? o"bé\"b o\‘b o\’?f Q\‘b 0\'3 o\‘b

Grafico -12 Peso em média dos quatro grupos de animais no decorrer de todo o experimento. Iniciado no dia
(T1) e se prorrogando ao final (T21). Mesmo com a tendéncia de alguns grupos se apresentarem com pesos
menores em relacdo a outros. As analises ndo foram significativas para p < 0,05. Os resultados foram
exoressos na forma de média + EPM.

10. Discussao

Inimeros estudos mostraram os diversos beneficios da geleia real para o organismo,
promovendo efeitos positivos no SNC, como por exemplo, facilitando a neurogénese e a
diferenciagdo de células troncos (HATTORI el al, 2007), proporcionando efeito neuroprotetor
em ratos que possuiram danos cerebrais causados pelo corante sintético tartrazina,
(MOHAMED; GALAL; ELEWA 2015, GONCALVES, 2018), além de reducdo de sintomas
relacionados a ansiedade e depressdo em animais cujo estresse foi induzido (ITO et al 2012;
SILVA, 2017) e (TEXEIRA et al 2017).

PYRZANOWSKA e colaboradores (2014), mostraram em experimentos com ratos
machos envelhecidos naturalmente, que o consumo prolongado de GR foi capaz de favorecer
a neurotransmissao, trazendo uma melhora significativa na memoria em idades avancadas.

Sabe-se que o encéfalo € um 6rgao vulneravel, quando comparado aos demais 6rgaos
do nosso corpo, sofrendo bem mais com o estresse oxidativo, uma vez que necessita de
quantidades maiores de oxigé€nio para realizar suas fungdes e possui uma caréncia de
antioxidantes para se proteger (SERRANO et al, 2004; GUIMARAES et al, 2008;:TEXEIRA
,2017).

O encéfalo € o principal 6rgao relacionado ao estresse, ele é responsdvel por acionar as
respostas contra o estressor, ele mobiliza inimeros mecanismos adaptativos contra os
estressores (indmeras situacdes), tantos fisicos quanto sociais, ar assim armazenando uma

memoria a estes estimulos sofridos no decorrer da vida. Também sendo o responsavel por
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regular as respostas fisiolégicas comportamentais, protetoras ou até mesmo danosas do
individuo (MCEWEN et al, 2015; PITTA, 2017).

Sabe-se que o principal hormonio esterdide presente no ser humano € o cortisol e nos
roedores encontramos um hormoénio andlogo a este, que € a corticosterona (KANDEL et. al
2014). Esse hormonio € liberado pela glandula adrenal do eixo hipotdlamo-hipdfise adrenal
quando ha uma situagdo estressante que o induz. A Geleia Real foi capaz de reduzir tais niveis
de corticosterona, e a0 mesmo tempo gerou uma melhora no sistema antioxidade em ratos que
sofreram com o estresse cronico induzido (TEXEIRA et al 2017). Foi mostrado que os
produtos produzidos pelas abelhas de modo geral possuem grande quantidade de antioxidade
que sao capazes de combater os efeitos causados pelo estresse oxidativo na patogénese de
muitas doengas, temos como exemplo, a propolis, o mel e a geleia real (KOCOT et al, 2018).
Isto se deve a presenca de compostos fendlicos e flavondides nestes produtos.

Ainda em relacdo ao efeito antioxidante da GR, foi mostrado em estudo com roedores
que receberam Cadmio, um metal pesado e toxico, que o tratamento com GR uma melhora
significativa nos resultados, afinal as duas doses ministradas de GR (100 e 250mg/kg) foram
capazes de suprimir o efeito causado por este metal toxico, além de ter ajudado na
recuperagdo do sistema antioxidante glutationa reduzida, pois seu dano oxidativo havia levado
a diminuicdo dos niveis deste sistema antioxidante (CAVUSOGLU, 2009). Essa propriedade
antioxidante esta bem relacionada com a presenca de uma substancia conhecida como 4cido
graxo 10-hidroxi-2-decendico- HDEA, composto identificado somente na composi¢do da
geleia real, ndo sendo encontrado em nenhum outro produto (SILICI et al 2009-2011,
KOCQOT et al, 2018).

Pesquisadores da UFU em experimento semelhante a este, analisaram as propriedades
antioxidante da GR. Apoés induzirem estresse cronico, por restricio de movimentos e pelo
frio, suplementaram os animais com GR por 14 dias. Foi demonstrado que o estresse foi
capaz de gerar um aumento nos niveis de corticosterona, glicemia e peroxidacgdo cerebral, e a
GR foi capaz de atuar contra estes efeitos gerados, diminuindo entdo os niveis de
corticosterona e peroxidagdo, e mantendo os de glicemia nos roedores (TEXEIRA et al 2017).

O consumo de GR de forma prolongada foi capaz de diminuir os neurotransmissores
GABA (Acido Gama Aminobutirico), que possuem papel essencial no combate contra o
estresse € a tensdo nervosa (PYRZANOWSKA et al, 2014-2018). O HDEA presente na geleia
real foi capaz de reduzem os sintomas de ansiedade e depressdo em roedores que passaram
pelo modelo de estresse induzido nado for¢ado, e que posteriormente receberam a

administracao de geleia real (ITO el al, 2012).



32

Em experiemento realizado por JAMNIK e colaboradores (2007), no qual avaliou-se
a acdo antioxidante da GR em uma levedura, Sccharomyces cerevisiae, a GR mostrou-se
capaz de baixar a oxidacdo intracelular, eliminando assim as espécies de oxigénio reativas,
além de afetar também a expressdo proteica desta. Neste experimento eles usaram 2’°,7’-
diclorofluoresceina ,um corante organico, para induzir a oxidac¢ao intracelular.

Em nosso presente trabalho também se buscou avaliar tais efeitos positivos da GR,
em especial sua propriedade antioxidante, bem como sua capacidade de ajudar na redugdo dos
niveis de comportamentos do tipo ansiosos em roedores que foram expostos ao estresse
cronico por restricdo de movimento. E para tal analise, utilizou-se os testes comportamentais:
LCE e CA, muito utilizado na avaliacio de tal comportamento.

O Labirinto em Cruz Elevado € um sistema de avaliacio comportamental muito
importante, sendo uma grande ferramenta na pesquisa em drea experimental, especialmente
para o estudo de doencas neuropsiquidtricas, sendo também utilizado com muita freqiiéncia
nos estudos com farmacos. Hoje em dia estd entre os principais testes relacionados aos
estudos de transtornos de ansiedade, bem como os comportamentos associados a ansiedade
(PINTO et al, 2012).

Neste teste temos a analisa do conflito de aproximagdo-esquiva do animal, conhecido
como approach-avoid conflitct. Esse evento € observado diante de ambientes desconhecidos,
ja que os roedores possuem naturalmente uma tendéncia de esquiva em relacdo a regides
abertas, que sdo potencialmente perigosas ou conflituosas (LISTER, 1987; FRUSSA et al,
2010). Além deste comportamento, no LCE também € possivel estudar e observar a avaliagao
de risco (risk assesment) por meio da quantidade obtida nos seguintes parametros: nimero de
headdippings e o nimero de entradas nos bracos fechados. Quando se obt€ém nimeros altos
em ambos, indica que o animal estd apresentando um comportamento padrdo de cautela e
precaucdo referente ao ambiente no qual esta inserido (PINTO et al, 2012).

Em nossos resultados obtidos no LCE, foi demonstrado que os quatros grupos
experimentais apresentaram médias semelhantes entre si, com relacdo a quantidade de vezes
que se realizou o parametro headdipping e o n° de entradas nos bracos fechados. Podendo nos
indicar que todos os grupos experimentais apresentaram tal comportamento de cautela.

Montgomery, 1955, mostrou em experimento com o labirinto em Y, que 0s animais
expressaram uma permanéncia maior nos bracos fechados, que nos bracos abertos, mostrando
uma exploracdo menor aos bracos abertos. Esta preferéncia se deu pela exposi¢do dos animais
a lugar ndo familiar, mostrando uma situacdo de conflito interno de esquiva de exploracao-

curiosidade gerada pelo medo. Tal comportamento tem sido considerado andlogo a ansiedade,
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sendo que neste transtorno o estimulo da novidade, € a principal fonte de motivacio aversiva
(GRAY, 1982).

Outro estudo que comprova tal preferéncia foi realizado por Pellow e colaboradores
em 1985, no qual os ratos submetidos ao LCE obtiveram menos tempo e menor freqiiéncia
nos bracos abertos quando comparados aos bracos fechados. Mostrou-se neste estudo que
quando se existe uma exposi¢do for¢cada dos animais aos bragos abertos, promove-se um
aumento nos niveis de corticosterona e assim um aumento nos comportamentos relativos a
ansiedade, como o freezing e defecagdao (PELLOW et. al 1985).

Em nossos resultados, quando observamos o tempo de permanéncia do animal nos
bracos fechados e o tempo de permanéncia nos bragos abertos, vemos que os animais dos
quatros grupos experimentais tendem a passar mais tempo dentro dos bragos fechados, com
uma média geral de aproximadamente 215 segundos, ou seja, uma grande parte do tempo total
do teste € passada nos bracos fechados do aparato. O interessante € que mesmo O grupo
controle H20O/S.E que deveria possuir um tempo maior nos bracos abertos, tende a passar a
mesma quantidade de tempo nos bracos fechados e nos bracos abertos que os grupos que
foram estressados, mostrando que ja de inicio o grupo controle também apresentava-se
estressado.

Teste de Campo Aberto (TCA) desenvolvido por HALL (1934) no qual a quantidade
de atividade motora do animal é usada como indicadora de seu estado emocional, ji que a
baixa atividade locomotora pode ser um dos parametros indicativos de ansiedade. Pode-se
também utilizar tal atividade locomotora do animal no centro como uma medida mais seletiva
de ansiedade. Esse modelo, assim como o anterior tem sido amplamente utilizado para
demonstrar efeito de drogas ansioliticas em modelos animais (MONLEON, et al.,1995).

Sabe-se que os roedores ja serem mais ativos naturalmente (VALLE,1970;
WEHRMEISTER, 2010). Portanto, em relacio ao presente estudo, os dados obtidos na
locomocdo periférica do campo aberto constatou que hd uma grande preferéncia entre os
quatros grupos experimentais em preferir a drea periférica do aparato, sendo que se ocorrer
um aumento desta locomog¢do na drea central do aparato assim como um maior tempo gasto
nesta drea, sao indicadores decrescentes da ansiedade, pois o animal se encontra em uma area
aberta e desprotegida (PRUT; BELZUNG, 2003).

Ramos e colaboradores mostraram em um experimento no qual submeteram os
animais ao teste CA, que os animais tendem a preferir a periferia que a area central do
aparato, apresentando assim, que estes animais possuiam comportamentos do tipo ansiosos,

provavelmente devido a prépria presenca deles a exposi¢do a um ambiente novo.
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Em nosso trabalho foi demonstrada tal preferéncia pela periferia, onde os animais dos
quatros grupos experimentais permaneceram de forma geral e semelhante, por cerca de mais
de 200 segundos na drea periférica, permanecendo assim na locomocio central com média
geral entre os quatro grupos de 15 segundos, pouco tempo de permanéncia. Foi demonstrado
que assim como no LCE, os quatros grupos experimentais possuiram tal semelhanca no CA,
exibindo aqui que inclusive, o grupo controle H20/S.E que ndo passou pelo estresse induzido
por restricdo, durante o experimento apresentou-se com comportamentos estressados,
comprovando mais uma vez que tal grupo sofreu outro tipo de estresse ao longo dos
experimentos, pois este mesmo deveria apresentar uma quantidade menor que os grupos
experimentais que passaram pelo estresse induzido por restrigdo.

Jeong e colaboradores (2013), nos apresenta um fator relacionado ao estresse, que € a
perda de peso, um indicador de estresse nos modelos animais submetidos ao estresse cronicos.
De forma semelhante Kong e colaboradores (2013), mostraram que ratos que passaram por
algum tipo de estresse possuiam peso menor em relacdo ao grupo controle, o que ndo foi
mostrado significativamente em nossos experimentos, mas que apresentou tal tendéncia, pois
os grupos dos animais que sofreram estresses € foram suplementados com GR, finalizaram o
experimento com pesos menores em comparacao ao grupo controle que recebeu H20 no lugar
da geleia real.

Apesar de todos estes experimentos ja realizados demostrarem efeito positivo da
geleia real e contribuirem com seus resultados obtidos, comprovando que a GR mostrou ser
um produto de origem natural capaz e eficaz nas suas inumeras agdes. Em nosso presente
experimento foi observado o contrdrio, que a suplementacdo com geleia real 200mg/kg de
peso animal ndo foi capaz de reverter os efeitos proporcionados pelo estresse cronico induzido
por restri¢cdo nos camundongos. Discutindo melhor os fatos obtidos, podemos atribuir esta ndo
eficiéncia a alguns fatores apresentados e descritos abaixo.

O primeiro fator que pode ter contribuido para ineficdcia do tratamento € a dosagem
da geleia real, que neste experimento foi de 200mg/kg de peso animal, ndo sendo uma
dosagem significativa para proporcionar tal mudangas nos comportamentos do tipo ansiosos.

Outro fator que € capaz de interferir nos resultados, € o proprio modelo de estresse
utilizado, dentro deste, podemos destacar que o animal que recebe um estressor externo
durante um tempo prolongado, a medida que o tempo passa, chega um momento que se
alcanca um maximo de estresse, ou seja, ndo importa mais 0 quao este estressor o estresse que
ndo haverd mais mudangas nos niveis de estresse, neste experimento ndo importa o tempo e

quantidade de vezes que o animal é submetido ao modelo de estresse, pois este funciona como
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um estressor € ja ndo vai mudar o nivel de estresse obtido pelos animais. Podendo nos levar a
acreditar que o modelo de estresse por restricdo de movimentos utilizado ndo foi eficaz em
sua finalidade, que era de causar o estresse cronico nos animais.

Terceiro fator € referente aos proprios animais, pois foi observado que até mesmo os
animmais do grupo controle H2O/S.E apresentaram tais comportamentos do tipo ansiosos,
mesmo ndo tendo este passado pelo estresse por restricdo de movimento, oque indica que os
animais j4 estavam estressados antes dos testes se iniciarem, ou seja, outro fator estressante,
como por exemplo a ambié€ncia pode ter estressado estes animais. JOHNSON-DELANEY,
1996 nos apresenta algumas caracteristicas que podem ter contribuido para tal estresse. Ele
nos afirma que os camundongos por possuirem tamanho pequeno, € muito suceptivel as
mudancas de condicoes ambientais a sua volta, como por exemplo, a variacio pequena na
temperatura (2 a 3°C), que pode levar a uma mudanca em sua fisiologia e assim no
comportamento. Desta forma, intimeros fatores: temperatura; luz; ventilagdo; ruido;
qualidade; manejo, dentre outros interferem e influenciaram no estresse dos animais, devendo
ser monitorados 0 miximo possivel (SALGADO et al 2007). Deve-se lembrar que a prépria
manipulacdo/manejo do animal pelo experimentador ao realizar o procedimento de gavagem,
e pelos técnicos nas trocas de maravalha das caixas, pode ter sido capaz de gerar estresse aos
animais, principalmente nos grupos nao submetidos ao estresse.

Nao descartando ainda, um quarto fator, referente as andlises estastisticas, pois se
talvez excluissemos os valores extremos obtidos nos testes, ou seja, valores que se destoam
muito da média obtiva pela maioria dos animais, talvez assim o grafico mudaria sua
conformacdo de barras.

Sendo assim, dada a importincia dos estudos que envolvam desordens
neuropsiquidtricas € seus possiveis tratamentos, especialmente tratamentos com produtos
naturais, estudos adicionais a esse sdo necessdrios para elucidarmos mais os efeitos dessa

estratégia de terapia.

11. Conclusao

E possivel concluir com os resultados desse estudo que o tratamento de camundongos

submetidos ao estresse cronico por 14 dias e posteriormente suplementados com 200mg/kg de

peso de Geleia Real durante 21 dias, apesar de demosntrado ao contrario na literatura, nao foi
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eficaz. Ou seja, a geleia real ndo foi competente na reversdo dos comportamentos do tipo
ansiosos apresentados pelos camungondos.
Para que se assemelhe aos demais trabalhos j4 apresentados na literatura é necessario

refaze-lo com algumas mudangas.
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ANALISE FINAL N 155/17 DA COMISSAO DE ETICA NA UTILIZAGAO DE
ANIMAIS PARA O PROTOCOLO REGISTRO CEUA/UFU 042/17

Projeto Pesquisa: “Efeitos da suplementacdo com geleia real sobre
comportamentos e parametros fisiolégicos em camundongos adultos expostos a
estresse crénico’.

Pesquisador Responsavel: Foued Salmen Espindola
O protocolo ndo apresenta problemas de ética nas condutas de pesquisa com

animais nos limites da redacdo e da metodologia apresentadas. Ao final da
pesquisa devera encaminhar para a CEUA um relatério final.

Situagédo: PROTOCOLO DE PESQUISA APROVADO.

OBS: A CEUA/UFU LEMBRA QUE QUALQUER MUDANGA NO PROTOCOLO
DEVE SER INFORMADA IMEDIATAMENTE AO CEUA PARA FINS DE ANALISE
E APROVACAO DA MESMA.
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