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RESUMO:

A deficiéncia de acidos graxos os quais sdo componentes da membrana fosfolipidica
do sistema nervoso central pode acarretar em varios tipos de transtornos psiquiatricos.
Alteragdes na propor¢do destas substincias afeta negativamente 0s neurotransmissores
dopamina e serotonina, os quais sdo responsaveis por controlar os estados de humor. O
transtorno de ansiedade social ¢ comumente encontrado nos dias atuais e relaciona-se com a
desregulacdo destes neurotransmissores modificando a atividade neuronal. Pesquisas
realizadas indicam que baixas concentragdes de acidos graxos poli-insaturados Omega 3 nas
membranas estdo intimamente ligadas a severidade deste distarbio. Desse modo, muitos
farmacos sao prescritos para pacientes com estes transtornos, entretanto sao relatados diversos
efeitos colaterais prejudiciais na administragdo destes. Assim, este trabalho tem como objetivo
utilizar o0 Omega 3 como um composto natural e alternativo para tratamento deste distarbio.
Para isto utilizaram-se 48 machos adultos de camundongos Balb/c divididos em quatro
grupos. Destes grupos, dois grupos suplementado via gavagem com a dosagem de 0,03 M1 de
com 6leo de peixe contendo acidos graxos Omega 3 (DHA e EPA) e dois grupos com agua,
sendo duas vezes ao dia durante quatorze dias. Uma vez por dia, durante duas horas, dois
grupos administrados com agua e dmega 3 foram induzidos ao estresse cronico em um
aparato de acrilico. Ap0s isto, todos os animais foram submetidos aos testes de Campo Aberto
e Labirinto em Cruz Elevado e foram avaliados quanto a presenga de comportamentos do tipo
ansiosos a partir de parametros relacionados a esses testes. Os dados obtidos ndo
demonstraram diferenca significativa entre os grupos, inferindo que o Omega 3 nessa
dosagem nao foi capaz de alterar os comportamentos dos camundongos.

“Palavras-chave”: Omega 3. Ansiedade. Estresse Cronico .



ABSTRACT

Fatty acid deficiency is a component of the central nervous system membrane that can
become a type of psychiatric disorder. The changes occurred negatively in the dopamine and
serotonin neurotransmitters, which are responsible for mood states. Social anxiety disorder is
found today and is related to a derangement of these neurotransmitters modifying a neuronal
activity. Paper investigations containing the rates of omega-3 polyunsaturated fatty acids in
membranes closely linked to the severity of this disorder. Thus, many drugs are prescribed for
patients with these disorders, since they are controlled by their patients under administration.
Thus, this work aims to use omega 3 as a natural and alternative compound for the treatment
of this disorder. For this purpose, 48 adult males of Balb / ¢ mice are divided into four groups.
Of these groups, two groups were supplemented via gavage with a dosage of 0.03 Ml with
fish oil with Omega 3 fatty acids (DHA and EPA) and two groups with water, being twice a
day for fourteen days. Once a day, for two hours, two groups administered with water and
omega 3 were included in stress in an acrylic apparatus. After this, and the tests were to the
tests of field and open the Labeled on Cross elevated and were tested to the presence of
behavior ansiest to partid from data related to these tests. The obtained data did not
demonstrate the difference between the groups, inferring that Omega 3 was not able to change
the behavior of the mice.

"Key words'": Omega 3. Anxiety. Chronic Stress. Treatment.
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1. INTRODUCAO

Atualmente, muitos transtornos psiquidtricos acometem a populagdo mundial a medida
que os individuos buscam um sucesso integral em todos os ramos em que ele esta inserido
como familia, trabalho, e fisico-estético. A partir disso, o individuo provoca uma grande
pressdo psicoldgica sobre si, e devido a correria do dia, a alimentagdo fica desbalanceada,

culminado para desregulacdes fisiologicas.

Os fosfolipidios sio um componente importante das membranas celulares, e sdo
compostos por duas grandes caudas de acidos graxos hidrofobicas e uma cabeca hidrofilica
(polar) que contém fosfato. O encéfalo ¢ uma estrutura rica em fosfolipidios, os quais
compdem aproximadamente 25% do seu peso seco (UAUY; DANGOUR, 2006;
LUCHTMAN; SONG, 2013). Os fosfolipidios contém acidos graxos poli-insaturados (AGPI),
como o Omega 3 (03) e Omega 6 (06), os quais sdo parte integrante e possuem elevada
propor¢do nas membranas celulares neuronais (TASSONI, 2008) podendo apresentar um

papel facilitador na transmissao de sinais interneuronais (CUNNANE et al., 2013).

Os principais representantes da familia Omega 3 sdo o 4cido a-linolénico (ALA), o
acido eicosapentaendico (EPA) e o acido docosahexaendico (DHA), sendo ALA precursor
dos demais; e os da familia w6 sdo acido araquidonico (AA), o acido linolénico (LA), acido y-
linolénico (GLA), visto que LA ¢ precursor dos restantes (ANDRADE e CARMO, 2006;
SILVA, 2018).

Figura 1. Esquema dos 4cidos precursores e derivados do Omega 3 ¢ Omega 6.
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Em humanos, os acidos LA ¢ ALA s3ao necessarios para manter sob condi¢des
normais, as membranas celulares, as fungdes cerebrais e a transmissao de impulsos nervosos,
também participam da transferéncia do oxigénio atmosférico para o plasma sanguineo, além

de auxiliar na sintese da hemoglobina e da divisao celular (MARTIM et al., 2006).

Estes acidos graxos sao considerados essenciais para humanos devido a limitada agao
sintética das dessaturases e elongases que fazem as duplas ligagdes entre os carbonos 3-4 e 6-
7 (ABEDI; SAHARI, 2014; ZARATE et al., 2017, ERDINEST et al., 2012). Portanto os
AGPI- O3 sdo obtidos por meio da dieta rica em de 6leos de peixes (sardinha e salmao) e
Oleos vegetais (linhaca e canola), enquanto os AGPI-w6 podem ser obtidos a partir de plantas

oleaginosas (girassol e milho) (SU, 2009).

Pesquisas desenvolvidas pelo Institute Of Medicine (2002) e por Martin (2006)
descrevem a existéncia de um equilibrio na relacdo da quantidade entre os AGPI-O6 e AGPI-
03, a qual seria aproximadamente 10 a 5:1, respectivamente. Visto isso, um desequilibrio na
propor¢ao entre os acidos graxos da familia O3 e 06, provavelmente contribuiu para o
aumento da prevaléncia de uma série de doengas cronicas, algumas que afetam o sistema

nervoso central (GREEN et al., 2006).

A partir dos estudos de Simopoulos (1999) e Silva et al., (2018) demonstrou-se que,
no mundo oriental ha uma dieta (“Dieta Mediterranea”) rica em AGPI, devido a alimentacao a
base de dleos de oliva, vegetais, entre outros. Ja no Ocidente h4d uma deficiéncia significativa
na dieta de AGPI-O3 (“Dieta Ocidental”), pois o maior consumo ¢ de gorduras trans
encontradas nos “fast foods” (EDWARDS, 2011). Visto que altas taxas de colesterol, presente
na dieta ocidental, aumentam o risco de desenvolver doengas neurodegenerativas e
psiquiatricas, € que a alimentacdo com baixo teor de gorduras saturadas reduz o risco de
deméncia, isto confirma o papel importante da dieta em mecanismos patologicos relacionados

ao cérebro.

Uma pesquisa de Clarke (2001) mostrou que os AGPI ndo sdo apenas utilizados como
fonte energética para o organismo e componentes estruturais celulares, eles também atuam
como importantes mediadores da expressao gé€nica, além da sintese de tecidos (ANDRADE e

CARMO, 2006; YOUDIM; MARTIN; JOSEPH, 2000). Ademais, pesquisas descrevem que o



consumo destes revela uma prevencdo, reducdo e ¢ indicado como um tratamento nao

farmacoldgico em algumas doencas neuroldgicas (ANDERSON et al., 2011).

Os acidos DHA (proveniente do Omega 3) ¢ o AA (advindo do Omega 6) sdo
importantes componentes estruturais do encéfalo, e a proporcdo de DHA para acido
araquidonico e outros acidos graxos no encéfalo afeta o funcionamento de inimeras células
(OWEN et al., 2008). A taxa de conversdo endogena de ALA para DHA ¢ pequena
(PAWLOSKY et al., 2001) assim como a conversdo de LA para AA, no entanto esta ¢
contabilizada estatisticamente como aproximadamente 5%, sendo 10 vezes maior que a
primeira (PEET; GLEN; HORROBIN, 1999).
Portanto, ¢ de extrema importancia o elevado consumo de alimentos que contenham estes

componentes.

O DHA ¢ presente em maior quantidade no encéfalo e entre os AGPI-O3 ¢ o mais
importante fisiologicamente para fungdes cerebrais (MARSZALEK; LODISH, 2005;
BOURRE, 2004), afetando o seu desenvolvimento e a neuroplasticidade (WU et al., 2008).
Pesquisas realizadas por Chalon (2006) e Tassoni (2008) relatam que baixo contetido de DHA
tem efeitos criticos sobre o desenvolvimento neuronal, podendo acarretar mudangas na

aprendizagem, memoria, nas respostas auditivas e olfativas.

A presenca do DHA influencia na fluidez da membrana, funcionamento de enzimas,
canais 10nicos, afinidade e expressao de ligagdo ao receptor (LITMAN et al., 2001; OWEN,
2008), além da regulagdo da neurotransmissdo dopaminérgica e serotoninérgica (ZIMMER et
al., 2000). A regulacdo da sintese de eicosanoides, importantes mensageiros quimicos em
relagdo a respostas inflamatoérias, derivados do AA, auxilia como precursor dos docosatrienos
e resolvinas, os quais detém de propriedades antinflamatorias e neuroprotetoras (CALDER,
2006; TASSONI, 2008), participa do desenvolvimento da placenta, do crescimento e
desenvolvimento neuronal do feto envolvendo-se no crescimento e protecdo de células

neuronais contra apoptoses (AHMAD et al., 2002; TASSONI, 2008).

A suplementacao de DHA e EPA em periodos criticos de desenvolvimento (gestacao e
lactagdo) pode ser benéfica para a saude da crianca na maturacdo cortical, sinaptogénese e
mieliniza¢do, podendo também reduzir o risco de déficits cognitivos e psicopatologicos na
idade adulta (VINES et al., 2012), além de diminuir a chance de uma depressdo materna pos-

parto (LOTTENBERG, 2009).
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Demonstrou-se que niveis plasmaticos elevados de DHA na mae e particularmente no
leite materno, estdo diretamente relacionados ao melhor crescimento ¢ desenvolvimento do
encéfalo e do sistema visual em criangas (CLANDININ et al., 1980). Recentemente, revelou-
se que a reducao maternal da ingestao de AGPI-O3 estd relacionada com a prevaléncia de
disturbios neuropsiquiatricos nos filhos quando adolescentes (MORGESE; TRABACE,
2016).

As resolvinas e neuroprotectinas, produzidas a partir do DHA, as quais tém a
capacidade de neutralizar a neuroinflamagdo, atuam na otimizacdo do fornecimento de
energia para as c€lulas funcionalmente mais importantes do organismo, incluindo as células
do sistema imunolégico (GRIMM et al., 2002). Assim como os eicosanoides produzidos a
partir do AA, como lipoxinas, que promovem uma resposta antinflamatoéria por meio da
ligacdo de um receptor acoplado a proteina G levando a expressdo de um inibidor de
sinalizacdo de citocinas (SOCS-2) (MACHADO et al., 2006). Portanto, ha uma redu¢do do

quadro pré-inflamatorio no organismo.

A diminui¢ao da produgdo de citocinas pro-inflamatorias por meio destes compostos
acidos ¢ importante visto que pacientes que apresentaram sintomas depressivos isolados e
relacionados a ansiedade, como fadiga, funcdo cognitiva prejudicada, insénia e raiva
indicaram uma elevac¢do na quantidade de citocinas (MARQUES et al., 2007). Desse modo, a
ingestio de Omega 3 ¢ Omega 6 contribuiria positivamente para um efeito neuroprotetor,

evitando o surgimento destas doengas.

Dados sugerem que uma desregulagdo entre DHA e EPA podem afetar a produgdo e a
fun¢do de neurotransmissores como a dopamina e a serotonina, os quais participam dos
sistemas neurais que regulam estados de humor (DU BOIS et al., 2006; FENTON et al.,
2000) sendo que alteragdes dopaminérgicas ocorrem em ratos com dietas deficientes em
Omega 3 (FEDOROVA et al., 2009). De acordo com as recomendagdes do Food and
Nutrition Board of the National Academies (Institute of Medicine — USA, setembro de 2002)
a ingestao de acidos graxos essenciais deve ser em torno de 10% do total de lipidios na dieta,

sendo que este valor varia de 5 a 10% para os AGPI- w6 e de 0,6 a 1-2% para os AGPI-O3.

Virios transtornos psiquiatricos estdo associados com alteracdes na composi¢do da
membrana fosfolipidica no sistema nervoso central. Mecanismos celulares implicados em

transtornos psiquiatricos, tais como transtorno afetivo bipolar (MANIJI; LENOX, 2000) e
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esquizofrenia sdo afetados pela composicdo de acidos graxos essenciais no tecido neural

(WAINWRIGHT, 2002; INNIS, 2000).

Ademais, HIBBELN et al., (1998), SALEM (2001) observaram que baixos niveis de
AGPI-O3 e altos niveis de AGPI-O6 estdo associados a depressao e transtornos de ansiedade,
sendo que alguns indicadores comportamentais e endocrinos de estresse psicoldgico e
ansiedade foram atenuados pela administragdo de AGPI-O3 em humanos (HAMAZAKI et al.,
1996).

O transtorno de ansiedade social ¢ um dos disturbios psiquiatricos mais comumente
relatados (KIM; YOON, 2018). As principais hipoteses sobre o surgimento de transtornos de
ansiedade implicam em uma desregulagcdo dopaminérgica e serotoninérgica central (STEIN et
al., 2002; SCHNEIER et al., 2000; MATHEW et al., 2001). Nestes transtornos ha alteragao
na atividade neuronal nos centros cerebrais relacionados ao estresse, tais como a amigdala,
hipotadlamo e o giro cingulado (ROSS, 2009). Este disturbio ¢ caracterizado por um medo
excessivo e/ou prevencdo de situacdes em que o individuo se sente observado por outros
(GREEN et al., 2006). Os individuos também o definem como uma sensa¢do vaga e difusa,
desagradavel, de apreensdo expectante acompanhada de diversas manifestagdes fisicas como
falta de ar, dores de cabeca, aceleragdo do batimento cardiaco, entre outros (KIM, YOON,

2018).

Figura 2. Centros cerebrais relacionados ao estresse: amigdala, giro cingulado e hipotadlamo.
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Farnix
— Cérebro
Nucleo septal /"‘“ﬂd/_f/’:‘f - —
f- Cerehelo
Corpo mamilar
Amigdala - Hipacampo

Medula espinhal



12

Estudo realizado por GREEN et al., (2006) aponta para uma relagdo entre o grau de
deficiéncia do AGPI-O3 aferido em hemacias e a gravidade do transtorno de ansiedade.
Observou-se que as concentragdes de ALA ¢ DHA foram reduzidas significativamente em
hemacias dos pacientes que apresentam este distirbio em situagdo grave. Além disto, estes
individuos apresentavam uma oscilagdo na razio Omega 3 ¢ Omega 6 -excedente aos valores
padrdes- na membrana eritrocitdria quando comparados a individuos do grupo controle
(SUBLETTE et al., 2011), indicando uma correlagdo entre a presenga da severidade do

distarbio e a baixa quantidade de Omega 3 nos pacientes.

Por outro lado, foram observados que maiores niveis de EPA foram associados a
diminui¢do da ansiedade. Um estudo realizado por Kiecolt-Glaser (2011) com estudantes
demonstrou que aqueles que receberam AGPI-O3, apresentaram uma reducao de 20% dos
sintomas da ansiedade, comparados aos modelos controle. Além disso, um estudo observou
que a efetividade do Omega 3 est4 relacionada a razio EPA/DHA que compde o produto,
evidenciando que aqueles estudos em que o Omega 3 suplementado possuia um minimo de
60% de EPA apresentaram resultados benéficos significativos sobre tal transtorno

(SUBLETTE et al., 2011).

O Indice de Desenvolvimento Mental avaliou que formulas que fornecem um minimo
de 0,35% de suprimento dietético precoce de DHA melhora significativamente o desempenho
mental. Nas andlises de Tsukada et al., (2000) demonstrou-se que a suplementacdo em
macacos senis com DHA de 1 a 4 semanas (uma suplementacdo dietética de curto prazo)
levou ao aumento regional do fluxo sanguineo encefalico, um parametro que estd intimamente
ligado a ativagdo neuronal. A partir da observacio de que a deficiéncia de Omega 3 e sua
suplementagdo desempenham um papel na utilizagdo de glicose cerebral em ratos, isto
poderia fundamentar mudangas comportamentais com tratamentos dietéticos de Omega 3.
Existe uma hipdtese que AGPI-O3 promove a melhora dos desempenhos cognitivos em
primatas nao-humanos (Lémure) através do refor¢o da utilizacdo da glicose do encéfalo

(VINOT, et al., 2011).

Muitos mecanismos sdo sugeridos para explicar a ligacdo entre Omega 3 e desordens
psiquiatricas, incluindo: alteragdes nas fungdes das membranas; estabilizacdo do humor;
aumento na expressaio de BDNF (Fator Neurotrofico derivado do encéfalo - proteina

envolvida na estimulag¢do da neurogé€nese e neuroprotecdo, incluindo sobrevivéncia neuronal,
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arborizagdo dendritica, plasticidade sindptica e neurodesenvolvimento), reducdo da
inflamacdo e, por fim, mudanga na sintese de eicosanoides, docosatrienos ¢ de genes do

sistema nervoso central (CORTES et al., 2013).

A partir do frequente nimero de casos de distirbios psiquiatricos, varios farmacos,
provenientes de diversas classes terapéuticas tém sido prescritos aos pacientes com estes
transtornos, apresentando comprovada eficicia na reducdo dos sintomas. Entretanto, todas
essas substancias apresentam efeitos colaterais inconvenientes, o que justifica a busca por
novas substancias ansioliticas mais naturais. E possivel afirmar que o Omega 3 ¢ necessério
como auxilio na funcionalidade cerebral (plasticidade, neurogénese, etc) ao se fazer presente
nas membranas celulares neuronais. Diante desses fatos, esse estudo propde a analise dos
efeitos da suplementacio de Omega 3 em camundongos machos previamente estressados em

relacdo a diminuig¢do dos sintomas ansiogénicos.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivos Gerais
Avaliar os efeitos do estresse cronico sobre os comportamentos do tipo ansiosos em

camundongos adultos (Balb/c) suplementados com Omega 3.
2.2. Objetivos Especificos

- Avaliar os efeitos do estresse cronico por meio da restricado de movimento para a indugao de
comportamentos do tipo ansiosos em camundongos avaliados pelos testes de Campo Aberto e

Labirinto em Cruz Elevada;

-Estudar os efeitos da suplementagdo com Omega 3 na redugdo dos comportamentos do tipo

ansiosos nos animais que passaram por protocolo de estresse cronico.
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3. METODOLOGIA:
3.1. Animais:

Os experimentos realizados e cujos resultados sdo apresentados no presente trabalho
foram previamente aprovados pelo Comité de Etica em Experimentagio Animal da
Universidade Federal de Uberlandia (CEUA/UFU), com protocolo de n°® 112/17, de acordo
com os principios €ticos aprovados pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacao
Animal (CONCEA).

O estudo foi realizado com camundongos machos da linhagem Balb/c (Mus musculus)
fornecidos pela Rede de Biotérios de Roedores (REBIR/UFU). Foram utilizados 48
camundongos da linhagem Balb/c, com idade de 60 dias.

Ao longo de todo o tempo de experimentagdo foram mantidas as condigdes padrdes de
luz (12h :12h, claro: escuro) e alimentagdo (ad libitum), com bebedouros com agua potavel e
filtrada.

Figura 1. Caixa e modelo de estante para armazenamento de camundongos com fluxo de ar

isolado para evitar contaminagao.

Fonte: https://www.alescobrasil.com.br/estantes-basic


https://www.alescobrasil.com.br/estantes-basic
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3.2. Delineamento Experimental:

Os animais foram divididos em 4 grupos experimentais aleatoriamente, com um N amostral

de 11 a 14 animais por grupo:

Grupo H2O/SE: animais nao submetidos a estresse por restricdo de movimento e que

receberam agua no lugar do Omega 3 por gavagem.

Grupo H20/E: animais submetidos a estresse por restricdo de movimento e que receberam

agua por gavagem.

Grupo O3/SE: animais nao submetidos a estresse por restricdo de movimento e

suplementados com Omega 3 por gavagem.

Grupo O3/E: animais submetidos a estresse por restricdo de movimento e suplementados

com Omega 3 por gavagem.

3.3. Etapas Dos Experimentos

O experimento foi dividido em quatro etapas, conforme representado no esquema
abaixo:

(Etapa 01): A solicitacdo dos animais;

(Etapa 02): Ao atingirem a idade adulta (P60), iniciaram-se as administracoes de
Omega 3 por meio da gavagem (2 vezes/dia; T 01 até T 14 dias), sendo que apds 45
minutos da gavagem, os animais eram submetidos ao protocolo de estresse cronico
descrito adiante no texto (item 4.4);

(Etapa 03): Posteriormente as semanas da indug¢do do estresse e da gavagem
comecaram os testes comportamentais (T- 15-);

(Etapa 04): No final dos testes comportamentais foi realizada a eutanésia dos animais.

Fim da gavagem
e estresse Eutanasia

i i
_—

TO Ti4 T15 TF
\ ]
Y Inicio dos testes

Administragdo de Omega 3/agua e inicio de estresse crbénico comportamentais
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Os animais foram monitorados diariamente desde que recebidos pelo REBIR; foram
observados quanto ao seu estado geral de saude, analisando-se padrdes de atividade normal
para roedores (como “grooming” e “licking”, referentes aos cuidados do animal como o

proprio pelo).

3.4. Método de administracio de Omega 3 ou agua

A suplementa¢do com Omega 3 da marca B-Well (1000 mg) foi de 1,4 g de 6leo de
peixe sendo que 0,17g de acido eicosapentaenoico (EPA) e 0,13g acido decosahexaendico
(DHA) nos grupos O3/E e O3/SE, e dgua deionizada nos grupos H2O/E e H2O/SE.

A aplicacdo das substancias foi realizada por gavagem (Figura 2a), uma técnica que
utiliza uma seringa conectada a uma canula curvada com a ponta arredondada (Figura 2b) e ¢
introduzida na boca do animal passando pelo esdfago até o estobmago. As canulas utilizadas
para camundongos sdo de 4 centimetros de comprimento. O volume indicado para
camundongos ¢ de 1 ml de solugdo para cada 100g de peso corporal.

O volume utilizado para cada camundongo foi, portanto, de aproximadamente 0,03
mL e perdurou por 14 dias, a qual foi aplicada 45 minutos antes a submissao dos animais ao
protocolo de estresse cronico. Para isto, os animais foram imobilizados segurando-os na parte
da cabeca e apoiando o rabo entre os dedos. A administracdo foi realizada no periodo da

manha, por volta das 09h15min e a tarde as 16h30min.

Figura 2. a) Método de gavagem em camundongo. b) Canula de gavagem.

a)Fonte: Trabalho USP — via de administragdo b)Fonte: http://www.avsprojetos.com.br/produtos/categoria
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Figura 3. Embalagem da B-Well contendo cépsulas gelatinosas Omega 3.

it 180 ©

Fonte: https://www.drogaraia.com.br/b-well-omega-3-com-180-capsulas-gelatinosas.html

3.5. Método de inducao de estresse cronico

O protocolo seguido para inducdo de estresse cronico foi o de restricdo de movimento
e ocorreu em um aparato de acrilico cilindrico individual fechado, apenas com pequenos furos
para circulacdo de ar e para a passagem a cauda do animal. Os animais permaneceram no

aparato por duas horas diarias no periodo da manha durante 14 dias.

Figura 4. Aparato de acrilico para indugado de estresse.

3.6. Eutanasia dos animais

Ao final dos testes comportamentais os animais foram eutanasiados (sigla TF da etapa
4.2) a fim de prevenir qualquer dano ou sofrimento desnecessério, por meio de relaxante

muscular anestésico com solugdo de cetamina 80mg/Kg e xilasina 10mg/Kg injetada por via


https://www.drogaraia.com.br/b-well-omega-3-com-180-capsulas-gelatinosas.html
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intraperitoneal, seguido de deslocamento cervical. As carcagas foram acondicionadas a -20°C

até o momento de descarte definitivo pelos técnicos do REBIR.

3.7. Analises estatisticas

Os videos gravados durante os testes comportamentais foram documentados e
analisados criteriosamente para a geracdo do dado estatistico final utilizando-se Two-Way
ANOVA, programa: SYSTAT versao 12. Os dados foram expressos como média e erro
padrao da média (EPM) e com valores de p < 0,05 considerados significativos. Além disto,

realizou-se o pds-teste de Tukey para a comparagao entre os grupos.

4. TESTES COMPORTAMENTALIS:

Foram realizados os testes: Campo Aberto e Labirinto em Cruz Elevado detalhados

abaixo:
4.1. Teste De Campo Aberto (TCA)

O Teste de Campo Aberto ¢ amplamente utilizado na avaliagdo de comportamentos
relacionados a ansiedade. Para essa avaliagao foi utilizado um aparato de acrilico circular com
base de 90 cm de diametro circundado por uma parede de 60 cm de altura cuja area ¢ dividida
em quadrantes periféricos (adjacentes a parede) e centrais. Os animais foram inicialmente
colocados no centro do aparato e avaliados de acordo com a atividade locomotora (nimero de
quadrantes percorridos), o numero de comportamentos de levantar (elevacdo das patas
dianteiras com exploragdo do ambiente) e o tempo gasto tanto no centro quanto na periferia

do aparato.

O protocolo experimental foi realizado em duas fases: uma fase de habituagdao ao
aparato em que cada animal foi colocado no recipiente e mantido por 5 minutos e apos 24h a
fase de teste, onde cada animal foi colocado novamente no recipiente e seus comportamentos
foram filmados por 5 minutos para andlise posterior. O aparato foi limpo com uma solucao de

alcool 20% entre cada animal testado. Os testes foram gravados e posteriormente avaliados.
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Figura 5. Aparato do Teste de Campo Aberto.

4.2. Teste Labirinto Em Cruz Elevado (LCE)

O LCE ¢ um teste comportamental para estudo de ansiedade e alguns aspectos
relacionados a desordens de panico. O teste é baseado no comportamento de “conflito de
aproximacao-esquiva” do animal em um ambiente desconhecido somado a preferéncia natural
de esquiva as regides abertas, potencialmente perigosas. A atividade exploratdria foi avaliada
por 5 minutos em um aparato elevado 50 cm do solo e formado por dois bragos abertos (34 x
6,5 cm), que formam uma cruz com dois bragos fechados (34 x 6,5 x 15 cm). Foi analisado o
nimero de entradas nos bracos fechados, a porcentagem de entradas e o tempo gasto nos
bragos abertos do aparato. Compreende duas fases: a fase de habituagdo em que o animal foi
colocado no aparato e mantido por 5 minutos. Apos 24 horas, realizou-se a fase de teste, em
que o animal foi colocado novamente no aparato e seus comportamentos foram filmados. O

aparato foi limpo com uma solugao de alcool 20% para cada animal testado.



Figura 6. Aparato do Teste de Labirinto em Cruz Elevado.
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5. RESULTADOS

5.1. Teste De Campo Aberto (TCA)

Para todas as figuras apresentadas nos resultados considerar:

Grupo H2O/SE: animais niio submetidos a estresse por restricio de movimento ¢ que
receberam dgua no lugar no lugar do Omega 3.

Grupo O3/SE: animais ndo submetidos a estresse por restricdo de movimento e
suplementados com Omega 3 por gavagem.

Grupo H20/E: animais submetidos a estresse por restricdo de movimento ¢ que receberam
agua por gavagem.

Grupo O3/E: animais submetidos a estresse por restricdo de movimento e suplementados
com Omega 3 por gavagem.

22
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Em relagdo a porcentagem de tempo que os animais passaram nos quadrantes centrais
do TCA, observou-se que ndo houve diferenga significativa entre os resultados apresentados
pelos animais dos quatro grupos experimentais. Os valores de média e erro padrdo da média
apresentados foram: animais suplementados com Omega 3 ¢ induzidos a estresse cronico
(9,7+ 2,3); animais suplementados com Omega 3 e ndo estressados (12,3+ 3,06); animais
tratados com agua e que sofreram estresse (9,06+ 1,5); animais tratados com agua e ndo-
estressados (10,8 + 2,3). Em todos os casos os valores de p foram maiores que 0,05 (p>0,05).

Dados apresentados na Figura 7.

Figura 7. Tempo de permanéncia dos animais dos quatro grupos experimentais no centro do
aparato de Campo Aberto. Dados apresentados em porcentagem de tempo. Nao houve
diferenga significativa entre os grupos. Resultados foram expressos na forma de média + EPM

(erro padrao da média), com valores de p < 0,05 considerados significativos.
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A analise do niumero de quadrantes periféricos percorridos pelos animais no TCA
revelou que ndo houve diferenca significativa entre os resultados apresentados pelos animais
dos quatro grupos experimentais. Os resultados obtidos foram: animais suplementados com
Omega ¢ induzidos a estresse cronico (84 + 12,1); animais suplementados com Omega 3 e
nao estressados (89,2 + 8,18); animais tratados com agua ¢ que sofreram estresse (89,3 +
8,04); animais tratados com agua e nao-estressados (89,43 + 5,2). Em todos os casos os
valores de p foram maiores que 0,05 (p>0,05). Dados apresentados na figura abaixo (Figura
8).

Figura 8. Numero de quadrantes periféricos percorridos pelos animais dos quatro grupos
experimentais no Teste de Campo Aberto. Nao houve diferenca significativa entre os grupos.
Resultados foram expressos na forma de média + EPM, com valores de p < 0,05 considerados

significativos.
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Ao comparar o numero de defecagdes dos animais durante o TCA, observou-se que nao houve
diferencgas significativas entre os resultados apresentados pelos animais dos quatro grupos
experimentais. Os resultados obtidos foram: animais suplementados com Omega e induzidos
a estresse cronico (3,19 + 0,6); animais suplementados com Omega 3 e ndo estressados (2,9 +
0,7); animais tratados com agua e que sofreram estresse (4,9 + 0,7); animais tratados com
dgua e nao-estressados (4 + 0,75). Em todos os casos os valores de p foram maiores que 0,05

(p>0,05). Dados apresentados na figura abaixo (Figura 9).

Figura 9. Numero de defecagdes apresentadas pelos animais dos quatro grupos experimentais
no Teste de Campo Aberto. Nao houve diferenga significativa entre os grupos. Resultados

foram expressos na forma de média + EPM, com valores de p < 0,05 considerados

significativos.
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5.2. Teste Labirinto Em Cruz Elevado (LCE)

Em relacao ao tempo de permanéncia nos bragos abertos no LCE, observou-se que nao houve
diferenga significativa entre os quatro grupos experimentais. Os resultados obtidos foram:
animais suplementados com Omega e induzidos a estresse cronico (18,4 + 8,9); animais
suplementados com Omega 3 e néo estressados (20,7 + 8,7); animais tratados com agua e que
sofreram estresse (14,9 + 5,1); animais tratados com agua e nao-estressados (8,3 + 2,6). Em
todos os casos os valores de p foram maiores que 0,05 (p>0,05). Dados apresentados na figura

abaixo (Figura 10).

Figura 10. Porcentagem de tempo de permanéncia dos animais nos bragos abertos do aparato
no Teste de Labirinto em Cruz Elevado. Nao houve diferencga significativa entre os grupos. Os
resultados foram expressos na forma de média + EPM, com valores de p < 0,05 considerados

significativos.
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Ao comparar o numero de esticadas (stretch attend postures) apresentadas pelos
animais quando no aparato, demonstrou-se que ndo houve diferenca significativa entre os
grupos. Os resultados obtidos foram: animais suplementados com Omega 3 e induzidos a
estresse cronico (9,6 + 1,8); animais suplementados com Omega 3 e nao estressados (13,3 +
2,4); animais tratados com agua e que sofreram estresse (12,9 + 2,1); animais tratados com
agua e nao-estressados (16,9 + 1,8). Em todos os casos os valores de p foram maiores que

0,05 (p>0,05). Dados apresentados na figura abaixo (Figura 11).

Figura 11. Numero de esticadas (stretch attend postures) apresentadas pelos animais nos
bragos abertos durante Teste de Labirinto em Cruz Elevado. Nao houve diferenca significativa
entre os grupos. Os resultados foram expressos na forma de média + EPM, com valores de p <
0,05 considerados significativos.
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A quantidade de entrada nos bragos fechados no teste de Labirinto em Cruz Elevado
revela que ndo houve diferenca significativa entre os quatro grupos experimentais. Os
resultados obtidos foram: animais suplementados com Omega e induzidos a estresse cronico
(11,2 + 1,3); animais suplementados com Omega 3 e ndo estressados (10,8 + 1,34); animais
tratados com agua e que sofreram estresse (14,3 + 0,87); animais tratados com agua e nao-
estressados (14,1 + 1,2). Em todos os casos os valores de p foram maiores que 0,05 (p>0,05).
Dados apresentados na figura abaixo (Figura 12).

Figura 12. Numero de entradas dos animais nos bragos fechados do Labirinto em Cruz
Elevado nos 4 grupos experimentais. Nao houve diferencas significativas entre os grupos. Os
resultados foram expressos na forma de média + EPM, com valores de p < 0,05 considerados

significativos.
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6. DISCUSSAO

O presente trabalho teve como objetivo investigar se a suplementagio de Omega 3 em
camundongos induzidos a estresse poderia reverter comportamentos do tipo ansiosos nestes,
visto que o déficit de dcidos graxos Omega 3 pode estar relacionado a doengas psiquiatricas.
Estes acidos obtidos pela dieta alimentar, sdo essenciais a saide humana devido a sua relagao
com a prevencao de doengas cardiovasculares, contribui¢do para uma melhora do perfil
lipidico plasmatico, fluidez da membrana, reducao dos processos inflamatdrios, entre outros

(COVINGTON, 2004).

Os principais representantes da familia Omega 3 sdo o 4cido a-linolénico (ALA), o
acido eicosapentaendico (EPA) e o 4acido docosahexaendico (DHA), sendo que o DHA ¢ um
importante componente das membranas neuronais e¢ a deficiéncia deste composto esta
associado a disfungdes destas membranas e da neurotransmissao de serotonina, noraepinefrina

e dopamina (CHALON, 2006), cuja alteragdo esta ligada a varios transtornos psiquiatricos.

Estudos realizados em humanos demonstraram que doengas psiquiatricas, como a
ansiedade podem inclusive estar relacionadas com fatores nutricionais do individuo e que
substancias bioativas suplementadas ajudariam no tratamento em quadros ansiosos (PINTO,
2010; FERRAZ, 2011). Deste modo, a suplementagio com Omega 3 poderia ter um efeito
positivo no tratamento de alguns transtornos psiquiatricos, visto que em situacdes de estresse
e de ansiedade generalizada ha uma elevada producao de citocinas pro-inflamdatorias, assim
como catecolaminas e glicocorticoides. Visto isto, a presenga deste composto pode reduzir a
condicdo inflamatdria e ajudar a normalizar a liberacdo e acdo desses agentes mediadores da

resposta estressora (KIECOLT-GLASER et al., 2011).

Para a avaliagdo dos efeitos de determinados compostos em relagdo a comportamentos
do tipo ansiosos, o0 TCA, ¢ um teste amplamente utilizado na pesquisa experimental e permite
a validacao dos efeitos de drogas ou outros compostos em comportamentos do tipo ansiosos €
a avaliagdo da atividade locomotora (CHOLERIS et al, 2001;MENARD; TREIT, 1999). Esse
teste foi desenvolvido por Hall (1934) que sugeriu que alta defecacdo e baixa atividade
locomotora no centro do aparato indicariam a presenga de comportamentos do tipo ansiosos

do animal (CRUZ; LANDEIRA-FERNANDEZ, 2012).
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No experimento realizado com a administragio de Omega 3 via gavagem em
camundongos machos adultos, o TCA permitiu avaliar que ndo houve significancia estatistica
do numero de defecagdes entre os grupos agua sem estresse, Omega 3 sem estresse € 0s
grupos agua com estresse ¢ Omega 3 com estresse (com valores de p> 0,05). De acordo com o
experimento de PASE (2013), todos os animais expressaram uma maior variagdo emocional,
pois ocorreu um aumento do nimero de defecagdes dos animais estressados e ndo estressados.
Isto também ocorreu no presente trabalho ao se quantificar as fezes dos animais. Visto que
estes apresentaram semelhanga dos dados, nao se pode inferir se 0 comportamento destes ¢ do

tipo ansioso.

Em relacdo a porcentagem de tempo no centro e na periferia do campo aberto, todos os
Nnossos grupos experimentais apresentaram uma preferéncia pela permanéncia nos quadrantes
periféricos permanecendo tempos semelhantes neste local. Isto provavelmente deve-se ao fato
de que roedores sdo animais que vivem em grupos € tuneis pequenos, € quando sdo
introduzidos em um ambiente novo, iniciam uma intensa atividade locomotora localizada
principalmente ao longo das paredes laterais do ambiente. Este comportamento ¢ espontaneo

de ratos e camundongos ¢ ¢ denominado de tigmotaxia (PRUT; BELZUNG, 2003).

Ademais, foi observado por Simon, Dupuis e Constentin (1994) que
independente do nivel de ansiedade, o comportamento de tigmotaxia ¢ utilizado para
exploragdo e mapeamento espacial, o qual tende a reduzir ao longo do tempo, salvo uma
intensa condi¢do ansiogé€nica que propiciaria comportamentos diferentes aos visualizados.
Neste experimento, o aparato utilizado era feito de material acrilico permitindo a visualizacao
ampla da sala experimental, portanto, sugere-se podendo ocasionar em um maior receio de

exploracdo do centro —4rea desprotegida- por parte destes animais.

Uma observacao feita foi que a preferéncia dos animais pela periferia do aparato no
TCA em relagdo a parte central foi observada durante 5 minutos em nossos experimentos.
Simon, Dupuis e Constentin (1994) observaram os animais por 30 minutos no TCA e
perceberam a reducdo do comportamento de tigmotaxia apds 15 minutos. Portanto, ao
comparar esse artigo com o presente trabalho, supde-se que essa exploracdo no tempo
observado pelo nosso experimento ndo diz respeito ao nivel de ansiedade dos animais e,
assim, neste parametro nao ¢ possivel propor se hd distingdo nos comportamentos dos

camundongos a partir do Omega 3.
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Apesar da preferéncia periférica, os quatro grupos de animais permaneceram em
movimento, resultando em um razodvel numero de deslocamentos pelos quadrantes. Prut e
Belzung (2003) afirmam que os tratamentos com ansioliticos ndo aumentam a exploragdo no
TCA, no entanto, eles reduzem a inibi¢ao do comportamento de exploragdao apos um estresse
induzido. A partir da observacao de que os animais dos nossos quatro grupos experimentais se
locomoveram ativamente, mas sem diferenca significativa entre eles, sugere-se que os
animais, neste teste, ndo apresentaram comportamentos do tipo ansiosos distintivos entre os
grupos estressados e os nao-estressados, além de que o Omega-3 nas nossas condigdes

experimentais proporcionou a mesma influéncia que a 4gua nos animais.

Outro teste realizado para a avaliagdo de comportamentos do tipo ansiosos foi o LCE,
sendo que os principais parametros avaliados foram a porcentagem de tempo gasto
explorando os bragos abertos do aparato experimental, o nimero de entradas nos bragos
fechados e o namero de esticadas (stretch attend postures) que os animais apresentaram nos
bragos abertos. Os bracos abertos do LCE constituem uma regido propicia para se observar a
condicdo emocional dos roedores, devido ao fato de este aparato ndo ser invasivo e
condicionante, e possuir partes fechadas e abertas. O roedor deve escolher se deve ou nao se
arriscar a explorar o braco aberto, sendo que este fator esta associado uma tomada de decisdo,
pois € importante para a sobrevivéncia do roedor (PINTO et. a/, 2010 ; BRITO; ALBERNAZ;
OGAWA, 2014). Portanto, se o animal apresentar comportamentos do tipo ansiosos ele nao

ird se expor a um ambiente aberto e elevado do chio.

Na pesquisa realizada por Pellow et al., (1985) foi relatado que os roedores tendem a
entrar menos € permanecerem por menos tempo nos bragos abertos indicando apreensdo a
ambientes abertos e desprotegidos. Todavia, segundo dados do artigo, quando realizada a
administracdo de um farmaco ansiolitico, este promoveu um aumento no tempo de
permanéncia € no numero de entradas nos bragos abertos, ou seja, um maior tempo gasto

neste ambiente desprotegido indica redu¢do nos comportamentos do tipo ansiosos.

Os resultados observados em nossos experimentos para os grupos estresse-omega3
(O3/E), estresse agua (H2O/E), sem estresse-omega3 (O3/SE) e sem estresse-agua (H20/SE)
no LCE mostraram que esses grupos permaneceram uma média de 84% do tempo nos bracos
fechados indicando que no caso dos nossos experimentos o Omega 3 foi ineficaz para

aumentar o tempo de exploragdo nos bragos abertos.
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Um estudo realizado por Bhatia et al (2011) demonstrou que os animais com
deficiéncia de Omega 3 apresentaram diferencas significativas nos parametros analisados no
TCA como a reducao numero de entradas € no tempo gasto no centro, e no teste de LCE, uma
diminui¢do do tempo nos bragos abertos quando comparados aos suplementados, isto sob uma
observagdo de cinco minutos nos testes comportamentais. A dose de Omega 3, contendo 0,5%
de 6leo de linhaga e 1,2% de DHA, foi administrada em fémeas durante a gestagao e lactacao,
e sua prole recebeu o composto durante quinze semanas apds a amamentagdo. Visto que
durante o desenvolvimento prenatal, o DHA ¢ encaminhado para o encéfalo do filhote via
circulacdo uteroplacental da mae (CRAWFORD et al., 1976), e pode reduzir o risco de
déficits cognitivos e psicopatoldgicos na idade adulta (VINES et al., 2012), enfatiza-se a
importancia da suplementagdo de Omega 3 maternal para um melhor funcionamento neuronal

de seus descendentes.

Na pesquisa de Ferraz et al (2011), relatou-se que a suplementacdo com Omega 3 foi
capaz de neutralizar os efeitos ansiogénicos produzidos pelo estresse, sendo que os animais
passaram mais tempo nos bragos abertos. Neste trabalho, o Omega 3 foi suplementado via
oral e era composto de 12% de EPA e 18% de DHA, e foi administrado desde o vigésimo
primeiro dia de vida dos animais (p6s-amamentagdo) perdurando por 15 semanas. Além disso,
os animais foram suplementados sessenta e nove dias antes do inicio do estresse, durante este

e nos testes comportamentais que foram analisados nos primeiros cinco minutos.

Ja estudos realizados em humanos adultos abordam a quantidade de DHA e EPA que
beneficiaria casos de distirbios psiquiatricos. Na pesquisa de Buydens-Branchey, Branchey,
Hibbeln (2008) foi administrado 2,25g de EPA e 500mg de DHA durante doze semanas,
consequentemente acarretando na redu¢do de comportamentos ansiosos e de ira em um grupo
usudrio de drogas abusivas. No trabalho de Mischoulon ef a., (2008) avaliou-se que a menor
dose administrada de DHA — 1g/dia- resultou em melhores respostas ansioliticas do que doses

mais altas 2g/dia e 4g/dia- , sendo que o trabalho foi realizado durante doze semanas.

No nosso experimento os animais foram tratados com um volume diario de 0,06ml de
6leo de peixe contendo 12% de EPA e 10% de DHA durante duas semanas, conjuntamente a
inducdo do estresse. Desse modo, nota-se uma diferenca de dosagem entre os cinco
experimentos supracitados (tanto em humanos como roedores), todavia, o tempo da

administracdo assemelha-se entre os trabalhos de Bhatia et al (2011) e Ferraz ef al (2011) no
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caso dos roedores, e Buydens-Branchey, Branchey, Hibbeln (2008) e Mischoulon et al,

(2008) ao avaliar humanos.

Visto que um baixo conteudo de DHA tem efeitos criticos no desenvolvimento
neuronal (CHALON, 2006; TASSONI, 2008), pode-se inferir que a administragdo do
composto em fases mais iniciais da vida dos roedores, e que perdurem por mais tempo
mostram-se mais eficaz do que a suplementacdo na idade adulta, como foi realizado no nosso
trabalho. Além disso, para humanos, a efetividade do composto ¢ dada se a dose ¢
administrada por pelo menos trés meses. Portanto, infere-se que o tempo de administragdo de
Omega 3 no nosso trabalho foi baixo se comparado a outros que obtiveram resultados,

culminando para a ndo eficacia do tratamento.

Ademais, o nimero de entradas nos bracos fechados no nosso experimento foi bem
semelhante entre os quatro grupos, ¢ devido a isso, estes resultados ndo podem ser usados

como medidor de locomocgao (PASE, 2013).

O EPA ¢ importante no equilibrio das fungdes imunologicas e na saude fisica dos
individuos, reduzindo citocinas pré-inflamatorias, sendo que foi relatado um aumento destas
em pacientes com sintomas depressivos e ansiosos (MARQUES et al, 2007). J& o DHA ¢
concentrado nas membranas neuronais ¢ pode alterar a fluidez dessas membranas que pode
influenciar na conformacdo das proteinas presentes (SALEM et al., 2001). Entre estas
proteinas estdo as que possuem fungdes importantes e que agem como receptores de
mediadores quimicos e transportadores de ions através das membranas neuronais. Ademais,
uma deficiéncia na dieta de DHA pode levar 4 uma alteragio na neurotransmissao
serotoninérgica ¢ dopaminérgica (YOUNG; CONQUER, 2005) comprometendo a regulagao
dos sistemas neurais que controlam estados de humor (DU BOIS et al., 2006; FENTON et al.,
2000; JACKA 2013).

Um estudo com humanos, realizado por Jacka et a/ (2013) relatou a associacdo entre a
alta ingestdo exclusiva de DHA e a redu¢do de distirbios ansiosos. Ja em uma revisdo recente
feita por Grosso et al. (2016) foi relatada a hipotese de que a ingestao de AGPI-O3 esta
associada a menor risco de depressao. Entretanto, Appleton et al. (2016) concluiu que ndo ha
evidéncias confiaveis para determinar se os efeitos do Omega 3 sdo eficazes e devem ser

utilizados como tratamento de disturbios psiquidtricos.
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O trabalho desenvolvido por Thesing et al, (2018) foi realizado com humanos e
descreveu que um baixo nivel de Omega 3 foi observado somente em pacientes com disttrbio
depressivo conjuntamente com sintomas ansiosos, sendo que os individuos apenas com
ansiedade nao apresentaram diferencga significativa neste quadro. O estudo revelou que a
relagdo dos niveis de Omega 3 e os sintomas de ansiedade severa ndo resultaram em
diferencas entre os pacientes com ansiedade e os individuos controle. E, portanto, a partir
desses artigos recentes infere-se que ingestdo de acidos graxos Omega 3 esta mais associado a
atenuagao dos sintomas depressivos, nao sendo observada a mesma eficacia nos transtornos

de ansiedade, o que corrobora com nossos resultados.

De acordo com Pase (2013), quando nos submetemos a situagdes estressantes
desenvolvemos fortes emocgdes, todavia, o estresse acometido ao longo da vida pode culminar
em alteragdes bioquimicas, psicologicas e comportamentais. Isto nem sempre ¢ reproduzido
nos camundongos os quais sofrem um estresse fisico para simular um transtorno mental.
Mesmo que fisiologicamente o desencadeamento de respostas a situacdes estressoras seja
semelhante, os camundongos foram estressados duas horas por dia, enquanto os seres
humanos sdo sujeitos a estresses psicologicos varias vezes ao dia, com situagdes relacionadas

a0 meio em que vivemos.

De acordo com os resultados apresentados e os artigos comparados, observa-se que a
maioria dos trabalhos desenvolvidos com roedores permitiu uma melhora do quadro
ansiogénico a partir da suplementagio de Omega 3. E no caso dos experimentos com
humanos, os resultados sdo conflitantes. Isto pode ser porque existem inumeras variaveis
possiveis para a relagdo entre Omega 3 e depressio ou ansiedade, sendo que um deles ¢ o
estilo de vida do individuo que aborda os fatores de saude que este se sujeita (THESING et

al., 2018).
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7. CONCLUSAO

A partir dos dados obtidos sob a dosagem e tempo de administragao do nosso trabalho
foi possivel inferir que o Omega 3 ndo foi capaz de reverter os comportamentos do tipo
ansiosos dos camundongos machos submetidos a um protocolo de estresse cronico. Tal fato
pode se dar devido principalmente ao pouco tempo de administracdo desta substancia, visto
que a maioria dos experimentos que obtiveram resultados positivos usaram no minimo doze
semanas de administracio de Omega 3 e o nosso trabalho realizou em apenas duas.. Além
disso, ¢ importante relatar que alguns artigos observaram que as doses administradas nos
periodos iniciais da vida sdo mais eficazes em relacdo a idade adulta. Outro fator ¢ a respeito
do conflito dos dados em experimentos com humanos que pode significar que conosco o
estilo de vida influencia nos tratamentos ansioliticos. Ademais, os estudos realizados com
depressdo demonstraram maior eficacia com compostos Omega 3 em relagdo ao tratamento de
ansiedade. Devido a isto, novos estudos devem ser realizados para que se conhega outras
caracteristicas da suplementacio com Omega 3 a fim de que os individuos com quadros

ansiosos possam obter um tratamento efetivo.
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9. ANEXO 1

Lrj | Universidade Federal de Uberlandia \__(Q)

— Comisséo de Etica na Utilizaco de Animais — Utlizagéo de Animals
CEUA

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado “Efeitos da suplementagao com
Omega 3 sobre comportamentos relacionados a ansiedade,
depressdo, meméria e sociabilidade em camundongos adultos
expostos a estresse cronico”, protocolo n® 112/17, sob a
responsabilidade de Vanessa Beatriz Monteiro Galassi Spini —
que envolve a produgcédo, manutencdo e/ou utilizacdo de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata, para fins de
pesquisa cientifica — encontra-se de acordo com os preceitos da Lei
n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n® 6.899, de 15 de
julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional
de Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi
APROVADA pela COMISSAO DE ETICA NA UTILIZAGAO DE
ANIMAIS (CEUA) da UNIVERSIDADE FEDERAL DE
UBERLANDIA, em reunido 09 de Margo de 2018.

(We certify that the project entited “Efeitos da suplementagdo com Omega 3 sobre
comportamentos relacionados a ansiedade, depressdo, memoéria e sociabilidade em
camundongos adultos expostos a estresse cronico”, protocol 112/17, under the responsibility of
Vanessa Beatriz Monteiro Galassi Spini - involving the production, maintenance and/or use of
animals belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata, for purposes of scientific
research - is in accordance with the provisions of Law n® 11.794, of October 8th, 2008, of
Decree n® 6.899 of July 15th, 2009, and the rules issued by the National Council for Control of
Animal Experimentation (CONCEA) and it was approved for ETHICS COMMISSION ON
ANIMAL USE (CEUA) from FEDERAL UNIVERSITY OF UBERLANDIA, in meeting of March
09th, 2018).

Vigéncia do Projeto Inicio: 30/04/2018 Término: 30/04/2019

Espécie / Linhagem / Grupos Taxonémicos Mus musculus (linhagem Balb C)

Numero de animais 49

Peso / |dade - / 60 dias

Sexo Machos

Origem / Local Centro de Bioterismo e Experimentagéo
Animal (CBEA)/UFU

Numero da Autorizagao SISBIO -

Atividade(s) -

Uberlandia, 13 de margo de 2018.

i)

Prof. Dr. Lucio Vilela Carneiro Girao
Coordenador da CEUA/UFU
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