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RESUMO

LIMA, M. S. EFEITO DO OLEO DE AVESTRUZ SOBRE OS PARAMETRO§ DE
ANSIEDADE NA PROLE DE RATAS TRATADAS DURANTE A GESTACAO E
LACTACAO. 2016. 47f. Trabalho de Conclusdo de Curso (graduagdo em
Nutricao) — Universidade Federal de Campina Grande, Cuité, 2016.

A nutricdo é de grande importancia nos diversos ciclos da vida, sua valorizagao é
indispensavel na fase critica do desenvolvimento do sistema nervoso central.
Durante a gestacdo e lactacdo, as necessidades por acidos graxos essenciais
estdo aumentadas e a caréncia deste nutriente pode predispor a alteragdes
metabolicas indesejaveis. Dentre as fontes de AGE, destaca-se o dleo de
avestruz, que também apresenta em sua composicao elevado teor de acido oleico
(w-9). Desta forma, objetivou-se com esta pesquisa analisar alteragdes nos
parametros de ansiedade na prole de ratas que receberam 6leo de avestruz
durante a gestacéo e lactacdo. Foram utilizadas ratas primiparas para obtencao
da prole. Confirmado a prenhez, as ratas foram divididas em dois grupos. Grupo
Controle (GC), que recebeu dieta padréo, tendo como fonte lipidica 7% de 6leo de
soja e o Grupo Experimental (GE), que recebeu a dieta contendo fonte lipidica 7%
de dleo de avestruz. As dietas foram ofertadas durante toda a gestacédo e
lactacdo. Para analise dos parametros de ansiedade foram analisados o
desempenho dos animais no Campo Aberto e o Labirinto em Cruz Elevado. Ao
completar 22 dias de idade, cada animal foi colocado na arena de campo aberto
durante dez minutos para avaliagcdo da ambulagdo, rearing (levantar), grooming
(auto limpeza) e defecacdo. No labirinto em cruz elevado, os animais foram
colocados individualmente quando completaram 42 dias de vida, para avaliagéo
do tempo de permanéncia nos bragcos abertos, fechados e na area central,
namero de entradas nos bragos abertos e fechados e dos mergulhos de cabeca.
Os valores obtidos foram expressos em média (t), erro padrdo da média (E.P.M.)
e analisados estatisticamente utilizando o teste-T de Student ndo pareado, sendo
considerado resultado significativo quando apresentaram (P< 0,05). Foi possivel
verificar que os animais do grupo experimental apresentaram efeito ansiolitico,
demonstrado por meio da maior ambulagdo, menor tempo realizando o grooming,
maior tempo de permanéncia na area central do labirinto e menor tempo gasto no
interior dos bracos fechados. Baseado nos dados, conclui-se que 0 consumo
materno de 6leo de avestruz nesta fase da vida reduz pardmetros de ansiedade
na prole.

Palavras chave: Gestacao e Lactagdo. Oleo de Avestruz. Ansiedade.



ABSTRAT

LIMA, M. S. EFFECT OF OSTRICH OIL PARAMETERS OF ANXIETY IN RATS
TREATED OFFSPRING OF DURING PREGNANCY AND LACTATION. 2016.
47f. Monograph (Nutrition Undergraduate) — Federal University of Campina
Grande, Cuité- PB, 2016.

Nutrition is indispensable in different life cycles, its appreciation is essential in the
critical phase of the central nervous system development. During pregnancy and
lactation, the need for essential fatty acids are increased and the lack of this
nutrient may predispose to undesirable metabolic changes. Among the sources of
AGE, there is the ostrich oil, which also features high oleic acid content (w-9) in its
composition. Thus, the aim of this research was to analyze changes in the anxiety
parameters in the offspring of rats given ostrich oil during pregnancy and lactation.
Was used primiparous rats to obtain the offspring. Confirmed the pregnancy, the
rats were divided into two groups. Control Group (CG), which received standard
diet, having as lipid source 7% of soybean oil and Experimental Group (EG), which
received the diet containing 7% of ostrich oil as lipid source. The diets was offered
throughout pregnancy and lactation. For analysis of the anxiety parameters were
analyzed the performance of animals in the Open Field and Maze in Cruz High.. At
22 days of age, each animal was placed in the open-field arena during ten minutes
for the evaluation of ambulation, rearing, grooming and defecation. In the elevated
plus-maze, the animals were placed individually individually when completed 42
days of life, in order to evaluate the time spent in the open and closed arms and
central area, number of entries in the open and closed arms and head dips. The
values obtained were expressed as mean (x), standard error of the mean (S.E.M.)
and statistically analyzed using the Student t-test unpaired, being considered
significant result when presented (P< 0,05). It was possible to verify that the
animals in the experimental group showed anxiolytic effect, demonstrated by
increased ambulation, less time performing the grooming, most time spent in the
central area of the maze and less time spent inside the closed arms. Based on the
data, it is concluded that maternal consumption ostrich oil in this stage of life
reduces anxiety parameters in the offspring.

Key-words: Pregnancy and lactation. Ostrich oil. Anxiety.
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1 INTRODUCAO

A fase de gestagéo e lactagdo apresenta um risco potencial, tanto para a
genitora como para o concepto. Este periodo, de grande vulnerabilidade, é
marcado por profundas mudancas na fisiologia e metabolismo materno (BAIAO;
DESLANDES, 2006). Nesta fase, o organismo requer demanda especial para
minimizar possiveis agravos a saude da mae e do concepto, além de oferecer
boas condi¢cdes para o parto. As necessidades—e recomendacdes nutricionais
estdo mais acentuadas (BASIOTIS et al., 2002).

Dentre os nutrientes imprescindiveis para o bem-estar fisico e mental da
progenitora e desenvolvimento normal do feto, os lipideos sdo de grande
importancia, pois apresentam fung¢des especificas no organismo como compor a
principal forma de armazenamento de energia corporal, atuar no transporte de
vitaminas lipossoluveis, ser precursores de hormoénios e formar sais biliares
(MAHAN, 2012). As fungbes biolégicas dos lipideos variam conforme sua
estrutura quimica (SILVA et al., 2007). Os &cidos graxos essenciais (AGE)
compbéem uma classe de lipideos que ndao podem ser sintetizados pelo tecido
animal e precisam ser obtidos a partir da alimentacédo, sendo os mais conhecidos
0 acido linoleico (w-6), presente no milho, soja, semente de algodao, déleo de
cartamo, de girassol, de borragem e o acido linolénico (w-3), presente no éleo de
soja, canola e linhaga, em alguns peixe como salmao, sardinha e atum (CALDER,
2001; RODRIGUES; TOVAR; DEL, 2005; MARTIN et al., 2006).

A formacgédo do sistema nervoso central (SNC) dos seres humanos tem
inicio em meados da 3° semana gestacional, desencadeado pelo surgimento das
primeiras células seguido pelo processo de mielinizacdo. Apds o nascimento
ocorre 0 apice do desenvolvimento desse sistema (MORGANE, et al., 1993).
Nesta fase as necessidades por AGE estdo aumentadas, pois, sao fundamentais
para a proliferagdo celular, compéem cerca de 20% da massa encefalica,
conferirem melhor fluidez e desenvolvimento da membrana neural
(VALENZUELA; NIETO, 2003). Portanto os AGE estao associados a resposta
positiva no surgimento e desenvolvimento neural de recém-nascidos. A caréncia

deste nutriente esta associada a disturbios neurais e alteracdes na regulacéo das
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neurotrofinas acarretando em anormalidades comportamentais (BALOGUN et al.,
2014; RODRIGUES, 2005).

Diversas pesquisas mostram a eficicia dos lipideos sobre os parametros
de ansiedade. Conforme um estudo realizado por Kuhn et al. (2013) e Soares et
al (2013). Por tanto, das diversas fontes de AGE, o 6leo de avestruz tem se
destacado em sua composicao pelo elevado teor de acidos graxos insaturados,
contendo cerca de 21% de w-6 e 1% de w-3, destacando que cerca de 42% deste
€ de acido oleico (w-9) (GAVANJI et al., 2013).

Diante da importancia dos &cidos graxos essenciais e a escassez de
estudos de 6leo de avestruz, o presente trabalho buscou avaliar parametros de
ansiedade sob o efeito do éleo de avestruz, para o uso consciente do produto e
comprovagao da importancia deste alimento. Sabendo-se que os acidos graxos
poliinsaturados apresentam efeitos benéficos para o organismo, espera-se que
este 6leo contribua para a diminuicao dos parametros de ansiedade na prole de

ratas tratadas durante a gestacao e lactacao.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar alteracOes de ansiedade da prole de ratas wistar alimentadas

com Oleo de avestruz durante a gestagao e lactagao.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a ambulagéo, rearing, grooming e defecacdo dos animais utilizando
0 aparato do campo aberto como parametro de ansiedade;

e Medir numero de entradas e tempo de permanéncia nos bragos abertos e
fechados no Labirinto em Cruz Elevado;

o Aferir tempo de permanéncia na area central do labirinto em Cruz Elevado;

¢ Quantificar o numero de mergulhos de cabeca realizados pelos animais no

Labirinto em cruz Elevado.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 NECESSIDADES E ESPECIFIDADES NUTRICIONAIS NA GESTACAO E
LACTACAO

A gestagao envolve uma série complexa de eventos enddcrinos, marcada
por alteracdes que irdo propiciar ao surgimento de um novo ser. Ha modificacoes
fisiolégicas e no metabolismo corporal, como mudangas no volume sanguineo € a
concentragcdo de proteinas séricas e vitaminas, modificagdo da fungao
gastrointestinal, pulmonar e renal (BAIAO; DESLANDES, 2006; MAHAN, 2012).

Para obter melhores resultados obstétricos e positivos relacionados ao
neonato, faz-se importante uma alimentacdo adequada, balanceada para suprir
as necessidades de energia e nutrientes da mae e do feto, como também
minimizar os sintomas ocasionados pelas alteragcdes que acomete o organismo
nesta fase.

Os micronutrientes sao elementos necessarios em menor quantidade, mas
também sio substancias essenciais associados a resultados satisfatorios tanto
para a progenitora como para a formagdo e desenvolvimento fetal. Entre os
micronutrientes necessarios nesta fase a vitamina A, vitamina C, o ferro, o zinco e
0 acido félico desempenham fungdes essenciais no processo de multiplicacao
celular, sintese proteica e maturagdo do sistema imunologico (MEZZOMO et al.,
2007; MAHAN, 2012; TRUMBO et al, 2001).

A deficiéncia destes nutrientes pode trazer consequéncias adversas para o
quadro de saude da gestante e no desenvolvimento fetal. (RAMAKRISHNAN,
2002; OLIVARES; UAUY, 1996). Eventos vinculados ao parto pré-maturo, pré-
eclampsia, defeito do tubo neural, risco aumentado para desenvolvimento de
anencefalia, alteragdes na sintese de DNA, baixo peso ao nascer e problemas
cardiovasculares, sao alguns efeitos devido a decorréncia do consumo
insuficiente de vitaminas e minerais (GAMBLING, et al., 2003; MORTON, et al.,
1976).

Apdbs o nascimento, o veiculo de nutrientes da progenitora para o bebé
deixa de ser a placenta, e o leite materno torna a ser o principal transportador
(WOSKI, 1995).
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A lactacdo é a maneira de atender os aspectos nutricionais, imunol6gicos
que propiciaram ao desenvolvimento pds-natal (OMS, 2004; WOISKI, 1995). Pois,
o leite materno contém nutrientes e agua em quantidade suficiente para garantir o
crescimento e desenvolvimento poés-natal (PARIZOTTO; ZORZI, 2008;
MORGANO et al., 2005). No entanto, o consumo materno inadequado de
nutrientes pode interferir na composicdo do leite. Teores especificos de acidos
graxos essenciais, vitamina A, B1, B2, B6 e B12, podem estar comprometidos
quando a ingestdao materna for insuficiente (ACCIOLY; SAUNDERS; LACERDA,
2009).

O aleitamento materno proporciona inUmeros beneficios para a nutriz e o
lactente. Porém, a ingestdo inadequada de nutrientes nesta fase critica
proporcionara alteracbes metabdlicas desfavoraveis no neonato, como diminuicao
da capacidade cognitiva de aprendizagem e concentragcao, aumento nas chances
de desenvolver diabetes, hipertensao e doencas cardiovasculares na fase adulta
(PARIZOTTO, ZORZI, 2008; LANA, 2001; TRUMBO et al., 2001; GAMBLING, et
al., 2003). Além disso, 0 aleitamento materno fornece nutrientes responsaveis
pelo desenvolvimento pds-natal.

O leite materno, contém fatores imunolégicos como a imunoglobulina (IgA)
€ o principal anticorpo, combatendo os microrganismos presentes nas superficies
mucosas, 0s anticorpos IGA sédo produzidos contra agentes infecciosos aos quais
a mae ja teve contato, levando a protecdo a crianga dos microrganismos que
prevalecem no meio que a mae vive (MORGANO et al, 2005).

O leite humano tem outros fatores de protecao além da IgA. Os anticorpos
IgM, IgG, macréfagos, neutrdfilos, linfécitos B e T, lactoferrina, lisozima e fator
bifido. No entanto esses fatores sdo destruidos pelo calor, desta forma o leite
humano passado processado pelo método da pasteurizacdo, ndo apresenta o
mesmo valor biolégico do leite fresco (BRASIL, 2009).

Na lactacéo, os requerimentos nutricionais estao elevados, especialmente
nas lactantes que amamentam de forma exclusiva. A produgdo lactea requer
aumento da necessidade por energia, de forma que seja suficiente para prevenir
cetonemia e manter os niveis de glicemia adequados. Também ha atencgéo
quanto aos acidos graxos poli-insaturados, sendo importante para o

desenvolvimento cerebral. O consumo habitual da mae influencia na composicéo
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do leite. A concentracéo dos acidos graxos essenciais, selénio, de iodo e algumas
vitaminas do complexo B sao reflexo da dieta materna (MAHAN,2012).

3.2 NUTRICAO E FORMAGAO DO SISTEMA NERVOSO (SNC)

De acordo com Dangelo, Fattini (2007) o sistema nervoso é a parte do
organismo responsavel coordenar as fungdes vitais e a integragcdo do animal no
meio ambiente, recebendo estimulos aplicados na superficie do corpo,
interpretando-os e desencadeando uma resposta adequada a este estimulo.
Deste modo as fungdes realizadas podem ser voluntarias, como também
autdbnomas. O sistema nervoso € subdividido em duas partes, o0 sistema nervoso
central (SNC) que é estabelecida pela porcao de recepcao de estimulos, de
comando e desencadeadora de respostas; e 0 sistema nervoso periférico (SNP)
constituida por vias que conduzem os estimulos ao SNC ou que leva até o 6rgéo.

Em seres humanos e em animais (rato) o sistema nervoso surge muito
cedo, em torno da 32 a 42 semanas e 92 a 102 dia pds-fecundacao,
respectivamente. O aparecimento do SNC se da por um espessamento (conjunto
de células que se proliferam por divisbes mitéticas) longitudinal do ectoderma
denominado placa neural, onde se origina todo o SNC; ao invaginar-se, esta placa
se transforma em goteira (ou sulco) neural e, posteriormente, em tubo neural. O
processo de fechamento da goteira e formacao do tubo resulta na presenca de
duas aberturas: uma superior (anterior), denominada neurdépodo rostral e uma
inferior (posterior), denominada neurdépodo caudal, em casos onde ndo ha o
devido fechamento do tubo neural, o feto é acometido por alteragdes defeituosas,
entre elas anencefalia e espinha bifida. Ambas normalmente se fecham por volta
do 24°-28° dia de vida (quando estas aberturas ndo se fecham, denominam-se as
alteragbes decorrentes, entre elas anencefalia e espinha bifida, de defeitos de
fechamento do tubo (PINHEIRO, 2007; DANGELO, FATTINI, 2007; MORGANE et
al., 1993).

Os eventos relacionados a formagdo e desenvolvimento do sistema
nervoso ocorrem de forma interdependentes e simultaneamente e qualquer

intercorréncia temporal na progressao morfologica, fisiolégica e bioquimica no
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desenvolvimento do sistema nervoso, pode levar a um déficit funcional
permanente (MORGANE et al., 2002).

Em todas as fases da vida faz-se necessarios uma alimentacao saudavel,
porém a gestacdo é um periodo critico onde a alimentacao equilibrada torna-se
imprescindivel para o desenvolvimento normal do sistema nervoso. Segundo
Steegers (1995) durante o desenvolvimento do sistema nervoso é indispensavel a
presenca de nutrientes em quantidade e qualidade adequadas, evidencias
epidemiologicas mostram que desequilibrio nutricional estd associado a defeitos
do tubo neural.

Os lipideos, em particular, compdem uma classe de macronutrientes que
também sao indispensaveis para o desenvolvimento adequado do sistema
nervoso (RODRIGUES, 2005). O apice do desenvolvimento das células do SNC
acontece na fase de lactacdo (MORGANE et al, 1993). Na fase inicial do
desenvolvimento encefalico hd demanda essencial aumentada de acidos graxos
poli-insaturados (PUFAs), principalmente acido araquidénico (AA) e acido
docosahexaendico (DHA), onde juntos compdem em torno de 20% do tecido
encefalico, o DHA confere melhor fluidez e otimiza o desenvolvimento e as
fungcbes da membrana neuronal (VALENZUELA; NIETO, 2003; BALOGUN;
CHEEMA, 2014). A ingestdo cotidiana de n-3 PUFA se faz importante na
regulacdo de neurotrofinas, que exercem fungdo essencial no desenvolvimento
fetal e sua deficiéncia acarreta a disturbios neurologicos (BALOGUN; CHEEMA,
2014).

O consumo apropriado dos acidos graxos essenciais poliinsaturados esta
associado a uma melhor resposta no desenvolvimento neuroldgico e cognitivo dos
recém-nascidos. A deficiéncia destes acidos na fase do crescimento cerebral esta
relacionada com anormalidades comportamentais (RODIRGUES, 2005).

3.3 OLEO DE AVESTRUZ

A familia ratite abrange as aves que sao caraterizadas de porte estrutural
consideravelmente médio ou grande e nao voam. A maior parte de seus musculos
esta na regido das coxas e pernas. Esta familia de animais selvagens se alimenta

de sementes, plantas herbaceas, insetos e roedores de pequeno porte
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(HERNANDEZ, 2003). Segundo Chris e Slates (1999) o avestruz que faz parte da
familia ratite e espécie Sthuthio camelus é a maior ave do mundo e um dos mais
velhos, tendo existido como uma espécie a mais de 40 milhoes de anos, €
adaptada a viver em espagos abertos e clima arido, a vida reprodutiva destes
animais € em torno de trinta anos, dando origem a cerca de setenta ovos por ano,
estes pesam em torno de um quilo e meio e sdo chocados pelos machos, por
cerca de quarenta dias. A principio estes animais eram criados com o objetivo
principal da comercializacdo de suas penas para utilizados para ornamentacéo e
0 couro para confeccdao de produtos finos, a carne do avestruz era consumida
como uma segunda opc¢ao, até entdo nao tinham conhecimento sobre a
composicdo de seus nutrientes, utilizavam também éleo extraido da banha
abdominal do animal. Atualmente este mercado se expandiu hd uma crescente
fabricacdo de 6leos e cosméticos proveniente do subproduto do avestruz
(GROMPONE, et al., 2005; HERNANDEZ, 2003).

Figura 1- Avestruz. Fonte: Google (2016).

As criacdes de avestruz ainda sdo um pouco restritas a alguns paises
como Israel, Austrdlia e ltalia, onde apresentam condi¢des ambientais favoraveis
para o desenvolvimento deste animal. A Africa do Sul continua sendo o lider na
producdo de avestruz, onde estes animais sdo abatidos de acordo com os
procedimentos exigidos para a sua producdo (HOFFMAN, 2000). Nestas regides
as condicoes de mercado também é outro ponto positivo. A carne de avestruz
adquiriu uma certa atencdo de importancia devido ao seu favoravel perfil de
acidos graxos poli-insaturados, onde proporciona coloracdo avermelhada e
pequeno teor de gordura intramuscular (SALES, 1998).
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Um estudo realizado por Fisher et al. (2000) onde determinou as
caracteristicas do processamento e nutricional além de comparar com o0s
produtos disponiveis no comercio, verificou que os produtos apresentaram
aparéncias avermelhada, porém é viavel no que diz respeito a composigao
quimica, com qualidade de gordura superior aos produtos existentes no mercado.
Verificou também que estes produtos obtidos a partir da carne de avestruz € uma
opcao viavel para as industrias onde podera competir com sucesso com outros
produtos de carne.

Conforme o trabalho realizado por Amany et al. (2011) sobre a composicao
nutricional do éleo de avestruz, fica claro que o produto contém elevado teor de
acido graxo poliinsaturado, sendo maior parte de acido oléico. Como também, Liu
et al. (2013) em seu trabalho de composicdo de &cidos graxos do dleo de
avestruz, detalhou a quantidade de gordura poliisaturada presente no 6leo. Sendo
0 acido 9-octadecenoico ou acido oléico o mais abundante, seguido pelo acido 9-

hexadecenoico, o 4cido palmitico.

3.4 MODELOS EXPERIMENTAIS DE ANSIEDADE EM ANIMAIS

A ansiedade é caracterizada por um estado emocional, com a experiéncia
subjetiva de medo ou outra emocgao relacionada como terror, alarme ou pénico,
uma emogao desagradavel ou incerta, como também sentimento de apreenséo,
tensao, desconforto ao desconhecido ou ao estranho, onde o sentimento de medo
€ desproporcional ao perigo real (LEWIS, 1979; ALLEN et al., 1995). Em
consequéncia deste sentimento o corpo responde com dores no peito e na
garganta, dificuldade para respirar, fraqueza nas pernas além de outras
sensagbes subjetivas. A ansiedade pode ser normal, motivada por situacdes
atipicas ou inesperadas de ocorréncia momentanea e esporadica, como também
pode ser patologica, onde as sensacbes passam a Ser corriqueiras e se
transformam em transtornos de ansiedade.

Os pesquisadores Keedwell e Snaith (1996) analisaram situagoes onde fica
perceptivel sinais de ansiedade, como no comportamento de pessoas que nao
sao capazes de ficar quietas e relaxadas por mais de alguns minutos, andando de

um lado a outro ou apertando as maos em movimentos repetitivos sem finalidade,
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estado de hiperalerta com aumento da vigilancia, exploracdo do ambiente,
resposta aumentada a estimulos e sustos, dificuldade em adormecer,
preocupacao com a possibilidade de ocorréncia de algum evento adverso a si ou
a outros e pensamentos persistentes de inadequacgdes

O estado de ansiedade passa a ser considerado patolégico quando
comecam a interferir no bem-estar e na qualidade de vida, comprometendo o
conforto emocional e o desempenho fisico normal do individuo (ALLEN et al.,
1995). Os sinais primarios clinicos da ansiedade sdo apresentados por condigées
psiquiatricas como depressfes, psicoses, transtornos do desenvolvimento,
transtorno hipercinético, etc. (CASTISLLO et al., 2000). De todos os quadros
psiquiatricos existentes, o transtorno de ansiedade é o que ocorre com mais
frequéncia, tanto em adultos, como em criangas e adolescentes. Os transtornos
infantis sdo na maioria das vezes de causa desconhecida e multifatoriais, como
hereditario e ambientais (BEMSTEIN et al., 1996).

Segundo APA (2000), os transtornos de ansiedade séo classificados em
ataque de paénico; as fobias especificas, fobias sociais, transtorno obsessivo-
compulsivo, transtorno de ansiedade generalizada, transtorno de estresse pos-
traumatico, ansiedade induzida por alguma substancia e transtorno de estresse
agudo e transtorno de ansiedade de separacao.

Os transtornos de ansiedade sao indicados como alguns dos transtornos
metais que ocorrem com mais frequéncia em criangas e adolescentes, no Brasil
através de um estudo populacional foi detectado a prevaléncia estimada de 4,6%
em criancas e 5,8% em adolescentes que apresentavam sinais e evidencias
clinicas de transtorno de ansiedade (ASBAHR, 2004; FLEITICH; GOODMAN,
2004).

O transtorno de ansiedade de separacao € o unico definido como exclusivo
da infancia e adolescéncia. Trata-se de uma agdo além do comum em
decorréncia do afastamento de pessoas associadas a casa ou da separacao dos
pais. Ha algumas caracteristicas que compdem o diagnostico deste transtorno
que sao compostos pela presenca de sinais relacionada a emocao exagerada ao
grau de desenvolvimento, como o sofrimento aumentado mediante a suspeita de
afastamento; preocupacdao além do normal em relagcdo a perigo que envolva

alguém proximo; resisténcia a frequentar a escola; relutancia a ficar em casa
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sozinho; crises de pesadelo envolvendo separacao dos pais. A confirmacao do
diagndéstico ocorre com agravos funcionais significativos nas relagdes sociais e
academia durante quatro semanas consecutivas (APA, 2000; SUVEG; COLS,
2005).

Em modelos animais a analise dos parametros da ansiedade utilizam dois
modelos, a Arena de campo Aberto (ACA) e o Labirinto em Cruz Elevado (LCE).
O LCE trata-se de um equipamento em formato de cruz, com quatro bragos
elevados do chao, onde dois deles possuem paredes, sendo considerados bracos
fechados e dois sdo desprovidos de paredes, sendo os bracos abertos. O animal
explora ambos os bracos, porém tem preferéncia pelos bracos fechados.
(HANDLEY; MITHANI, 1984; PELLOW; FILE, 1986). Este equipamento de modelo
experimental é baseado na aversdo de ratos a ambientes abertos, utilizado na
avaliacao dos parametros da ansiedade como efeito ansiolitico ou ansiogénico de
determinada substancia. Em casos de animais que sao tratados com substancias
ansioliticas o animal tera preferencia em entrar e permanecer nos bragos abertos,
assim como animais que recebem substancias ansiogénicas ficardo mais tempo
nos bracos fechados (LISTER, 1987; HOGG, 1996).

A Arena de Campo aberto consiste em um campo de forma circular
dividida em linhas na base do aparelho em 17 quadrantes. O teste trata-se em
estudar a emocionalidade em ratos, confrontando o animal com um ambiente
desconhecido e analisar os comportamentos associados com a emo¢ao, como
autolimpeza, exploracdo e defecagdo (WALSH; CUMMINS, 1976; PRUT;
BELZUNG, 2003).

4 MATERIAL E METODO

4.1 ANIMAIS E DIETA

Foram utilizadas ratas fémeas primiparas, da linhagem Wistar,
provenientes do Biotério do Centro de Educacao e Saude (CES) da Universidade
Federal de Campina Grande (UFCG) com idade entre 120 e 150 dias e peso de
250 + 509 para obtencgao de ratos machos. Durante o acasalamento, foi mantida
uma fémea para cada macho. Os animais foram alojados no Laboratério de
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Nutricdo Experimental (LANEX) do Centro de Educacdo e Saude (CES) da
Universidade Federal de Campina Grande (UFCG) — campus de Cuité-PB. A
confirmagéo da prenhes foi feita por meio do esfregago vaginal. Posteriormente,
as ratas prenhas foram alojadas em gaiolas-maternidade individuais de
polipropileno, em condi¢gdes-padrdo: temperatura de cerca de 22 °C, com ciclo
claro escuro de 12 h (inicio da fase clara as 6h00), umidade de em média 65%,
continuaram recebendo ragcdo e agua, durante a gestacado até o término da
lactacéo.

Os animais foram divididos em dois grupos: um Grupo Controle (GC) que
recebeu dieta padrao, tendo como fonte lipidica o 6leo de soja a 7%, e um Grupo
Experimental (GE) que recebeu dieta experimental, tendo como fonte lipidica o
Oleo de avestruz (Tabela 1) a 7%. Ambas as dietas foram ofertadas durante todo
o periodo de gestacao e lactagao.

Conforme as recomendacgdes éticas do National Institute of Health
(Bathesda), ap6s o desmame, as ratas foram eutanasiadas. Os animais foram
alimentados com a ragao e agua ad libitum.

4.2 CONFECGAO DAS RACOES

A racao experimental foi confeccionada no Laboratério de Técnica Dietética
- LATED, da Universidade Federal de Campina Grande - UFCG, campus Cuité —
PB, de acordo com as recomendacdes da AIN-93M (REEVES; NIELSEN; FAHEY,
1993) e teve como componentes basicos: amido de milho (Maizena®), acucar
refinado (Alegre®), éleo de soja (Lisa®), bitartarato de colina e L-cistina, caseina,
mix de minerais e vitaminas (Comercial Rhoster Industria Ltda) e celulose
(Presence®) para racdo do grupo controle, porém, para o grupo experimental
houve a substituicido do éleo de soja (Lisa®) pelo 6leo de avestruz (Amazon
Struthio®), obtido através da representante comercial do produto (Tabela 2). Toda
a manipulagcdo da dieta foi realizada pelos mesmos pesquisadores a fim de

minimizar possiveis erros.



Tabela 1 - Composicao nutricional do 6leo de avestruz.

Informacao Nutricional

Porcao de 50 ml ou (4 colheres de sopa)

Valor Energético
Carboidratos

Proteinas

Gorduras Totais
Gorduras Saturadas
Gorduras Trans

Acido Oleico — Omega 9

Acido palmitoléico — Omega 7

Acido Linoléico — Omega 6
Acido linolénico — Omega 3

405 kcal
1,149
0,04q9
44,499
13,299
<0g
16,639
2,429
8,889
0,569

Fonte: Amazon Atruthio ®
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Tabela 2 - Composicao da dieta experimental a base de 6leo de soja e 6leo de

avestruz.

DIETA CONTROLE

DIETA EXPERIMENTAL

INGREDIENTES “GC” “GE”

(1 Kg) (1Kg)

Amido 530,0 530,0
Sacarose 100 100

Caseina 199,5 199,5
Oleo de Soja 70,0 0,0
Oleo de Avestruz 0,0 70,0
Mix de Minerais 35,0 35,0
Mix de Vitaminas 10,0 10,0
L-Cisteina 3,0 3,0
Colina 2,5 2,5

TBHQ 0,014 0,014

GC: Deita Controle a Base de 6leo de Avestruz; GE: Dieta Experimental a Base de Oleo

de Avestruz.
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4.3 TESTES COMPORTAMENTAIS

4.3.1 Efeitos do oleo de avestruz sobre a ansiedade

4.3.1.1 Arena de Campo Aberto

O campo aberto é um equipamento utilizado no teste comportamental de
ansiedade e atividade exploratoria, a fim de verificar os efeitos de ambientes nao
familiares sobre a emocao em ratos (PRUT; BELZUNG, 2003; SANTOS, 2008). O
aparelho trata-se de uma arena circular delimitada por parede lateral do mesmo
material, tendo a parte superior aberta. O piso do equipamento € dividido em 17
campos, delimitado por linhas pretas, onde ha 3 circulos concéntricos de 15, 34 e
55 centimetros respectivamente, subdivididos em 16 circulos e um circulo central.

O teste foi realizado com ratos Wistar com 42 dias de idade, divididos em
grupo GC (N=12) e grupo GE (N=12). Cada Animal foi colocado individualmente
no equipamento e observado durante 10 minutos. No intervalo da troca de um
animal para outro o equipamento foi higienizado com solugéo de 10% de alcool e
papel toalha. Serdo avaliados os seguintes parametros: ambulacdo (numero de
cruzamentos dos seguimentos pelo animal com as quatro patas), numero de
levantar (rearing), tempo de autolimpeza (grooming) e defecacdo (registro dos
bolos fecais) (MONTGOMERY, 1955).

Os testes foram filmados por uma camera acoplada no teto.
Posteriormente, os videos foram analisados, onde se registrou todos os

parametros comportamentais estabelecidos.
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Figura 2 — Aparelho de arena em campo aberto.
Fonte: Laboratério de Nutricao Experimental, LANEX/ UFCG (2016).

4.3.1.2 Teste do Labirinto em Cruz Elevado (LCE)

O labirinto em cruz elevado € um equipamento usado como modelo néo-
condicionado de ansiedade em roedores (FLINT, 2003; BRADLEY et al., 2007). O
LCE é constituido por dois bragos elevado em relagdo ao solo, onde dois sdo
fechados por paredes paralelas e dois abertos, perpendiculares aos fechados.
Neste teste considera-se a porcentagem da preferencia de entradas e tempo
gasto dentro dos bragcos abertos e fechados, tempo de permanéncia da area
central, além dos mergulhos de cabeca, sendo um indice importante de
ansiedade: quanto menor os niveis de ansiedade maior o tempo de permanéncia
e entrada nos bracos abertos e vice-versa (HANDLEY; MITHANI, 1984; PELLOW;
FILE, 1986).

Os animais foram colocados individualmente na &rea central do
equipamento, com a cabeca voltada para os bragos fechados, deixando-o livre
para explorar os bragos do labirinto durante cinco minutos. O equipamento foi
higienizado com solugéo a 10% de alcool e papel toalha no intervalo de teste de
cada animal. Os testes foram filmados por uma cémera acoplada no teto.
Posteriormente, os videos foram analisados criteriosamente, onde foi registrado o
nuamero de entradas e permanéncia do animal nos bracos fechados, assim como
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nos bragos abertos, tempo de permanéncia na area central do equipamento,

como também o numero de mergulhos de cabega realizados pelo animal.

Figura 3 — Aparelho de labirinto em cruz elevado.
Fonte: Laboratério de Nutricao Experimental, LANEX/ UFCG (2016).

4.4 ANALISE ESTATISTICAS

Os resultados obtidos foram analisados estatisticamente utilizando-se o
teste-T de Student ndo pareado. Os valores obtidos foram expressos em média *
erro padrao da média (E.P.M.), sendo os resultados considerados significativos
quando apresentaram p < 0,05.

Os dados numéricos foram aplicados no programa Sigma Stet, versao 3.1
(GraphPad Sotware Incorporated, San Diego, USA).

4.5 PROCEDIMENTOS ETICOS

Todos os experimentos foram previamente aprovados pela Comissao de
Etica no Uso de Animais do Centro de Biotecnologia da Universidade Federal da
Paraiba (UFPB), em concordancia com a CEUA 0407/13. Foram fornecidos
protecdo e tratamento humanitdrio aos animais, ndo sendo submetidos a dor ou

desconforto desnecessario e utilizando-se o niumero necessario de animais. Para



31

o procedimento de eutanasia foi administrado anestésico por via intramuscular

que proporcionam morte com menor soffimento (GUIMARAES; MAZARO, 2004).
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5 RESULTADOS
5.1 INFLUENCIA DO OLEO DE AVESTRUZ SOBRE A ANSIEDADE
5.1.1 Teste do Campo Aberto

A partir da exposicdo dos animais ao equipamento de Campo Aberto,
foram analisados os parametros de Ambulacao, Levantar (Rearing), Autolimpeza
(Grooming) e Defecacdo (n® de bolos fecais). Os resultados evidenciaram que a
prole das ratas que receberam Oleo de avestruz, grupo experimental (GE),
apresentaram numero de ambulagéo significativamente superior (118,3 + 23,70)
em relagdo a prole das ratas que receberam 6leo de soja, grupo controle (GC)
(84,36 £ 24,13) (p<0,05) (Grafico 1).
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Grafico 1 — Desenvolvimento Comportamento dos animais no campo aberto, referente ao

Desenvolvimento da ambulagdao em campo
aberto
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pardmetro ambulagdo. Dados expressos em média e erro padrdo da média. Para a analise
estatistica, foi aplicado o Teste-t com nivel de significAncia P<0,05. *= diferenc¢a significativa entre

0S grupos.

Os dados para o grooming também apresentaram diferenga estatistica,

onde o grupo GE apresentou menor quantidade na frequéncia deste
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comportamento em relagdo ao grupo GC (10,68% 5,23 / 24,87 £ 15,12) (p<0,05)
(Gréfico 2).

40 -
35 A

20 A
15 A

0 T
GRUPO CONTROLE GRUPO EXPERIMENTAL

Realizacao do Gooming em campo aberto
(seg.)

Grafico 2 — Efeito das dietas experimentais e controle sobre o tempo de grooming. Dados
expressos em média e erro padrdo da média. Para analise estatistica foi aplicado o Test-t com

nivel de significancia P<0,05. *=diferencga significativa entre os grupos.

Em relacdo ao rearing, o grupo GE (17,11 = 7,08) apresentou menor
frequéncia deste comportamento quando comparado ao grupo GE (23,64+ 6,00)
(p<0,05) (Gréfico 3).
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Grafico 3 — Comportamento dos grupos controle e experimental referente ao rearing. Dados
expressos em média e erro padrao da média. Para andlise estatistica foi aplicado o Teste-t com
nivel de significancia P<0,05. *=diferencga significativa entre os grupos.

No entanto, quando comparado o numero de bolos fecais (Defecagao), os
resultados ndo apresentaram diferenca estatistica entre os grupos (Grafico 4).
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Grafico 4 — Efeito do 6leo de avestruz e de soja sobre o nimero de bolos fecais (Defecagao) dos
animais expostos a arena de campo aberto. Para analise estatistica foi aplicado o test-t com
nivel de significancia P<0,05. *=diferenca significativa entre os grupos.

5.1.2 Teste Labirinto em Cruz Elevado (LCE)

Os resultados observados no teste do LCE, demonstraram que 0s animais
do GE permaneceram tempo menor nos bragos fechados (TBF) (244,91 + 25,68)
em relacao ao GC (252,50 + 35,84) (p<0,05) (Gréfico 5).
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Grafico 5 — Tempo de permanencia nos bragos fechados dos animais do grupo controle e grupo
experimental. Dados expressos em meédia e erro padrdo da média. Para analise estatistica foi

aplicado o Test-t com nivel de significancia P<0.05. *= diferenga significativa entre os grupos.

O parametro Tempo de Permanéncia nos bragos abertos, nao
apresentaram diferencgas estatisticamente entre os grupos (Gréfico 6).
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Grafico 6 — Tempo gasto nos bragos abertos do grupo experimental e grupo controle. Dados
expressos em média e erro padrao da média. Para andlise estatistica foi aplicado o Test-t com
nivel de signigicancia P<0,05. *=diferenca significativa entre os grupos.

Para o parametro numero de entradas nos bragos abertos os resultados
nao apontaram diferencas estatisticamente significantes entre 0s grupos
investigados (Gréfico 7).
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Grafico 7 — Numero de entradas nos bracos abertos dos grupos controle e experiemental. Dados
expressos em média e erro padrao da média. Para andlise estatistica foi aplicado o Test-t com

nivel de significancia P<0,05.

Ambos o0s grupos também ndo apresentaram diferenca significativa em
relacdo ao parametro nimero de entradas em bracos fechados (Grafico 8).
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Grafico 8 — Numero de entradas nos bragos fechados pelos animais do grupo experimental e
controle. Dados expressos em média e erro padrao da média. Para anadlise estatistica foi aplicado
o teste-t com nivel de significancia P<0,05.

Em relacdo ao parametro de permanéncia na area central o grupo
experimental apresentou maior tempo gasto neste local GE (43,09 + 15,75)
comparado ao GC (22,0 + 8,23) (p<0,05) (Grafico 8).
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Grafico 9 — Tempo de permanencia na area central pelos animais do grupo experimental
e controle. Dados expressos em média e erro padrao da média. Para analise estatistica

foi aplicado o teste-t com nivel de significancia P<0,05.
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6 DISCUSSAO

A arena de campo aberto foi desenvolvida para o estudo da
emocionalidade em ratos. O teste consiste em confrontar o animal com a
novidade do ambiente e observar a locomogao, frequéncia de rearings, tempo de
grooming e quantidade de defecacdo. Os animais, na maioria das vezes tem
preferencia pelo centro do aparelho, deambulando para as extremidades em
contato com as paredes se habituando ao ambiente estranho (RAMOS et al.,
1997; PRUT et al., 2003). No primeiro contato dos animais com o equipamento é
demonstrado a elevada quantidade de defecacao, provocado como consequéncia
da exposicdo a um ambiente desconhecido, a defecagdo € causada por ativagéo
do sistema nervoso autbnomo (RODGERS et al., 1997; LISTER, 1990). Neste
primeiro momento os animais também apresentam um baixo grau de ambulacao,
em resposta a aversao do ambiente desconhecido (LISTER, 1990). Diversos
estudos mostram a associacdo inversa entre ambulacdo e defecagdo, onde o
aumento da ambulacdo significa menor nivel de ansiedade e o aumento da
defecagdo indica a ansiogénese (CAROLA et al., 2002). Fato observado nos
animais do GE aos quais quando expostos aos ACA apresentaram aumento do
parametro de ambulacdo, sendo considerado o indice de diminuicdo de
ansiedade.

No que tange os parametros observados na arena de campo aberto,
observamos que nossos resultados apresentaram diminuicdo do parametro
rearing, resultado semelhante ao que Kuhn et al. (2013) encontrou em seu
experimento, onde a prole de ratas suplementadas com éleo de peixe, rico em
acidos graxos essenciais, provocou uma diminuicdo do rearing comparado ao
grupo formado por animais aos quais foram provenientes de ratas suplementados
com 6leo de soja, durante gestacao e lactacao.

Nossa pesquisa mostrou que o0s animais do grupo experimental
apresentaram maior tempo realizando ambulagédo entre os quadrantes do campo
aberto, resultado que corrobora com os achados de Vinot et al. (2011), ao
verificarem que os animais que consumiram uma dieta contendo em acidos
graxos poli-insaturados, proveniente do 6leo de atum, influenciou no aumento

deste parametro.
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Outro aparato utilizado para medir parametros de ansiedade nesse estudo
foi o LCE, que apéds sofrer uma série de adaptacgdes, o labirinto em cruz elevado é
considerado um método util e validado para verificar o nivel de ansiedade,
investigando aspectos comportamental, fisiologico e farmacoldgico para ratos
(PELOW et al., 1985). Neste teste, o animal explora tanto os bracos abertos como
os fechados, no entanto, apresenta menor nimero de entradas e permanéncia
nos bracos abertos. De modo geral, a preferéncia pelos bragcos abertos e
fechados demonstram um indice fidedigno de ansiedade, quanto maior o numero
de entradas e de tempo gasto nos bracos aberto, menor os niveis de ansiedade
demonstrado pelo animal (HANDLEY, MITHANI, 1984; PELLOW, FILE, 1986).

Os resultados ndo apontaram diferenca estatistica no parametro tempo de
permanéncia nos bragos fechados entre os grupos do experimento, estando
contrarios com os de Nielsen e Penland (2006), onde verificaram menor tempo
gasto nos bracos fechados na prole de ratas que foram tratadas durante a
gestacao e lactagdo com 6leo de cartamo.

No que se refere ao numero de entradas nos bragos fechados, foi
verificado que nao houve diferenca significativa entre os grupos de animais
trabalhados nesta pesquisa, condicdo que esta de acordo com os resultados de
Pusceddu et al. (2015), onde constatou-se que o efeito da suplementacdo em
diferentes concentragdes de 6mega-3, proporcionou homogeneidade entre os
grupos para este parametro, ndo apresentando efeito significativo. Tal condi¢ao
também foi observado por Kuhn et al. (2013), os quais nao verificaram diferenca
neste parametro que entre os trés grupos de animais suplementados com 6leo de
soja, Oleo de peixe e gordura vegetal hidrogenada provenientes de ratas que
receberam a mesma suplementagédo durante a gestacao e lactacao.

Em relagcdo ao tempo de permanéncia nos bracos abertos, ndo houve
diferenca significativa entre os grupos, resultado que corrobora aos achados de
Soares et al. (2013) onde o grupo de filhotes provenientes de ratas alimentadas
com acido linoleico conjugado, rico em acidos graxos essenciais e saturados e
outro grupo advindo de ratas alimentadas com 6leo de soja durante a gestagéo e
lactagdo nédo apresentaram diferenga.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

A presente pesquisa certificou que o consumo de uma dieta normolipidica
contendo Oleo de avestruz durante a fase gestacional e de lactagdo induziu
efeitos ansioliticos na prole, de modo que este 6leo pode ser considerado um
alimento com propriedade ansiolitica.
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