Universidade
Estadual de LondRrina

CHRISTIANE HENRIQUES FERREIRA

EFEITOS FARMACOLOGICOS DA QUERCETINA
SOBRE O COMPORTAMENTO DE GROOMING
INDUZIDO POR ESTRESSE E EM MARCADORES DE
ESTRESSE OXIDATIVO EM RATOS

Londrina
2021



CHRISTIANE HENRIQUES FERREIRA

EFEITOS FARMACOLOGICOS DA QUERCETINA
SOBRE O COMPORTAMENTO DE GROOMING
INDUZIDO POR ESTRESSE E EM MARCADORES DE
ESTRESSE OXIDATIVO EM RATOS

Dissertacdo apresentada a banca de
defesa do Programa de Pdés-Graduacgao
em Ciéncias da Saude da Universidade
Estadual de Londrina como requisito para
a obtencéo do titulo de Mestre em Ciéncias
da Saude.

Orientador: Prof. Dr. Celio Roberto
Estanislau

Coorientadora: Dr2 Camila Rodrigues
Ferraz

Londrina
2021



Ficha de identificagdo da obra elaborada pelo autor, através do Programa de

GeragaoAutomatica do Sistema de Bibliotecas da UEL

F383

Ferreira, Christiane Henriques Ferreira.
Efeitos farmacoldgicos da quercetina sobre o comportamento de grooming
induzido por estresse e em marcadores de estresse oxidativo em ratos /
Christiane Henriques Ferreira Ferreira. - Londrina, 2021.
63 f.

Orientador: Celio Roberto Estanislau Estanislau.

Coorientador: Camila Rodrigues Ferraz Ferraz.

Dissertagdo (Mestrado em Ciéncias da Saude) - Universidade Estadual de
Londrina, Centro de Ciéncias da Saude, Programa de Pos-Graduagdo em Ciéncias
da Saude, 2021.

Inclui bibliografia.

1. Psicofarmacologia - Tese. 2. Quercetina - Tese. 3. Estresse oxidativo -
Tese. 4. Grooming - Tese. |. Estanislau, Celio Roberto Estanislau. Il. Ferraz, Camila
Rodrigues Ferraz. lll. Universidade Estadual de Londrina. Centro de Ciéncias da
Saude. Programa de Pés-Graduagdo em Ciéncias da Saude. V. Titulo.

CDU 61




CHRISTIANE HENRIQUES FERREIRA

EFEITOS FARMACOLOGICOS DA QUERCETINA
SOBRE O COMPORTAMENTO DE GROOMING
INDUZIDO POR ESTRESSE E EM MARCADORES DE
ESTRESSE OXIDATIVO EM RATOS

Dissertacdo apresentada a banca de
defesa do Programa de Pdés-Graduacgdo
em Ciéncias da Saude da Universidade
Estadual de Londrina como requisito para
a obtencéo do titulo de Mestre em Ciéncias
da Saude.

BANCA EXAMINADORA

Orientador: Prof. Dr. Celio Roberto Estanislau
Universidade Estadual de Londrina

Dra. Larissa Staurengo Ferrari
University of California, San Francisco

Prof. Dr. Guilherme Bracarense Filgueiras
Universidade Estadual de Londrina

Londrina, 15 de marco de 2021



Agradecimentos

Em primeiro lugar, preciso agradecer aos meus pais, que sempre me
proporcionaram condic¢des para que eu fizesse ndo s6 uma, mas duas gradacdes
e também um mestrado. Aqui vai 0 meu muito obrigada por tudo! Ser privilegiada
nesse pais, ndo é facil, mas eu tive essa oportunidade e, espero poder retribuir
socialmente com todo esse conhecimento. Entdo muito obrigada, pai, mae,
Gabriel e Lorena, por todo o apoio ao longo desse processo.

Também preciso agradecer aos meus colegas de laboratério, que passaram
parte do mestrado comigo: Thiago Campoli e Andresa Bibiano. Vocés dois séo
as coisinhas mais fofas que eu conheco! Vocés foram fundamentais nesse
processo de aprendizagem de métodos e também de apoio emocional, quando
tudo parecia perdido.

Eduardo Vignoto, que, prontamente me ajudou e me ensinou alguns
procedimentos, além de ter participado de parte dos meus experimentos e de
todas as discussdes sobre o projeto e também dos resultados. Muito obrigada!

Guilherme Filgueiras, que chegou depois, mas, desde 0 momento que chegou,
sempre esteve pronto pra me ajudar, ndo s6 nos experimentos (em plena
pandemia), mas também nas andlises de dados e me aguentou, tirando minhas
davidas por whatsapp, além de ter aceito ser minha banca. Muito obrigada!

Marinus Van Leewen, meu fiel IC, que também chegou depois, mas que me
ajudou com referéncias, ficou pirando comigo em varias hipoteses e sempre foi
muito parceiro! Muito obrigada!

Larissa Ferrari, que, além de ter aceito ser minha banca, teve muita paciéncia
comigo no comego, me ensinando coisas que eram basicas, mas que eu ndo
sabia, além de ter me ajudado a construir meu projeto e o delineamento. Eu tinha
0 maior receio de quem me ajudaria, mas vocé sempre foi reforcadora! Muito
obrigada!

Ana Carolina Massaro e Michele Brizzi, minhas ex companheiras de clinica, que
sempre alegraram os meus dias enquanto eu estava la4! Obrigada por terem
aturado as minhas crises quando eu nao sabia mais o que fazer!

Bruno Sanches, Daniele Elizabeth e Fernanda Massi, o0 meu trio preferido!
Mesmo longe, sempre estiveram perto e foram muito presentes nesse processo
de mestrado! Muito obrigada por todas as conversas, todas as risadas e todo
apoio! Eu amo vocés!

Natalia Bittencourt e Joyce Siqueira, as minhas amigas de infancia, que estdao ha
1000 km de distancia, mas que nunca deixaram de ser presentes, por mais chato
gue isso pudesse ser (sim, eu sou ansiosa e infernizei todo mundo com essa
dissertacdo)! Vocés foram uma seguranca, quando eu nao tinha! Por todas as
conversas, por todas as broncas, por todos os devaneios, muito obrigada! A
presenca de vocés foi fundamental!



Viviane Mestre e Gabriela Silva, minhas colegas de turma, companheiras de
seminarios, que viraram amigas pra vida! Vocés fizeram as aulas serem mais
leves! Obrigada por todos os cafés no HU, obrigada por dividirem angustias e
insegurancas comigo! Vocés foram muito importantes!

Katia Naveiros, um dos presentinhos mais lindos que chegou bem no final do
mestrado, mas que nao foi menos importante por isso. Obrigada por me ouvir
falando e falando dos meus ratos e por tentar entender o que eu falava. Obrigada
por ter sido tdo linda quando eu estava tao perdida! S6 obrigada!

Thais e Thiago Monteiro e Rosana Leite, meus primeiros amores de Londrina e
que sempre estiveram presentes, durante todos 0s processos! Eu ndo sei nem
0 que dizer pra vocés, porqué nada seria suficiente pra descrever a importancia
gue vocés tém na minha vida. Obrigada por todos os vinhos, por todos os
sermdes, por todas as conversas... Por tudo! Eu amo tanto vocés que nao sei
nem descrever! Obrigada!

Eddy Krueger, que, pacientemente, foi meu supervisor de estagio em docéncia
por mais de um ano. Que me ensinou boa parte do que eu sei sobre
neurociéncias e fez eu me apaixonar ainda mais pela area. Me ensinou sobre
neuroanatomia, sobre neurofisiologia e muitas outras “neuro” coisas. Muito
obrigada por ter me ensinado tanto! Obrigada pela paciéncia e por ser sempre
tao solicito! Obrigada por sentar comigo e abrir um atlas de anatomia de roedores
e tentar tirar as minhas duvidas! Obrigada!

Amanda Moraes, que chegou depois, mas fez uma diferenca enorme! Obrigada
por todos os devaneios, por compartilhar ideologias e cerveja comigo! Eu
aprendo diariamente com vocé! Obrigada por interpretar Ana Carolina comigo,
por compartilhar conversas tdo sem sentido para os outros, mas tdo funcionais
para nés! Vocé foi fundamental nessa reta final! Simplesmente, obrigada!

Thaina Eloa e Leandro Fazzano, doces presentes que o CRP/PGAC me deram!
Os meus intervalos entre um experimento e outro eram muito mais legais tendo
vocés como companhial Obrigada por todas discussfes politicas, em meio aos
meus experimentos! Obrigada por tudo!

Paula Vicente e Rafael Coli, que também chegaram depois, mas nem por iSso
foram menos importantes. Obrigada por todas as cervejas e todas as discussoes
politicas!

Natalia Ferrer, minha psicéloga, que permitiu que eu tivesse sanidade mental pra
passar pela pés-graduacdo. SO vou dizer isso mesmo, porqué nada vai
descrever o que eu sinto. Obrigada!

Mayara Cavalheiro, que chegou no final, mas chegou na hora certa. Minha
companheira de clinica e de vida! A que ndo entendia quase nada do que eu
falava da minha dissertacdo, mas estava sempre |4 pra ouvir. A que aguentou
as minhas crises de ansiedade (que nao foram poucas) e estava sempre la! A
gue me dava cerveja pra me acalmar. Aquela que sempre me fazia acreditar que
a coisa ia melhorar! Aquela que me incentivava, sempre! Eu sO consigo te



agradecer mesmo, por tudo. Por existir, por ser tao linda, por ser tdo vocé! Ah,
vamos agradecer ao Lucas Dalla também! Veio de brinde, mas ndo deixou de
ser importante! Obrigada, por tudo!

Camila Ferraz. Chegamos na Camila, que foi uma das pessoas mais incriveis
gue eu conheci no mestrado. Sabe aquela coisa, de que se nada der certo, eu
conheci fulano? Entéo, eu conheci a Camila. A gente deu match de cara e eu
nem sei muito bem explicar por qué. Na verdade, eu sei: politica. A gente tem a
mesma visao politica e a gente virou parca por isso. A gente passou a dividir
varias coisas, inclusive a mesma terapeuta e até alguns amigos. A gente dividiu
alguns odios e amores. Era com ela que eu falava quando eu queria devanear
sobre a vida ou pra mandar meme. Mas estava tudo bem, porqué a Camila era
uma daquelas pessoas que chegam feito um furacdo na nossa vida, sabe? Ela
€ uma enfermeira bioguimica e, assim como a Lari, teve muita paciéncia pra me
ensinar estresse oxidativo. Confesso, nossas aulas foram a base de cerveja, mas
eu (acho que) aprendi. Ela me ensinou tanto, mas tanto, que néo caberia
descrever aqui. Virou uma parceira da vida mesmo. Aqui vai 0 meu muito
obrigada por existir, por ter tido paciéncia comigo, por ter sido tdo legal' Talvez
vocé nem saiba, mas vocé foi um reforcador em muitos momentos desse
mestrado! As suas explicacdes pareciam fazer a coisa ser facil... e no meio delas,
sempre vinham outros assuntos, o que fazia a coisa ficar leve! A minha jornada
sem vocé nao teria sido a mesma! Eu compartilhei com vocé muito mais que um
mestrado; eu compartilhei a vida com vocé e sou muito feliz por vocé ter voltado
da Australia na hora certa! Vocé conheceu as minhas piores versfes e ainda
assim, escolheu ficar! Muito obrigada!

Por fim, Celio Estanislau. O melhor orientador que eu poderia ter! Me orientou,
me acolheu, me ensinou e eu s6 posso agradecer mesmo. Obrigada por toda
paciéncia em me explicar estatistica (que foi mais de uma vez, teve que repetir
a mesma coisa mais de uma vez, eu sei, rs), obrigada por todo apoio durante
esse processo, obrigada por achar que eu podia, mesmo quando eu achava que
a Unica alternativa era sair correndo. Obrigada por toda paciéncia de responder
duvidas 6bvias por mensagem. Espero néo ter te decepcionado! Obrigada pela
parceria!

A Capes, pelo apoio financeiro.



FERREIRA, Christiane Henriques. Efeitos farmacolégicos da quercetina
sobre o comportamento de grooming induzido por estresse e em
marcadores de estresse oxidativo em ratos. 2021. 61 f. Dissertacéo
(Programa de Pos Graduacdo em Ciéncias da Saude) - Universidade Estadual
de Londrina, Londrina, 2021

RESUMO

A quercetina (QUER) €& um potente flavonoide antioxidante cujos efeitos
relacionados ao comportamento ainda séo pouco conhecidos. O grooming é um
comportamento repetitivo e estereotipado de autocuidado em roedores, que €
intensificado na presenca de um estressor. O estresse de contencdo causa
alteracdes tanto no grooming quanto no estresse oxidativo em nivel sistémico.
Neste estudo, os efeitos da quercetina sobre o grooming induzido por estresse
de contencao foi avaliado, bem como sobre marcadores de estresse oxidativo.
41 ratos machos receberam uma administracdo oral de veiculo ou QUER (300
mg/kg). Depois de 120 minutos, o grupo submetido ao estresse, ficou por 120
minutos contido dentro de um cone de arame, enquanto o0 grupo nao submetido
ao estresse permanecia em uma sala separada. Ao final desse periodo, os
animais foram colocados em uma caixa de acrilico, onde ficaram por 10 minutos
e as medidas de grooming e locomocao foram avaliadas. Na sequéncia, 0s
animais foram submetidos ao teste Marble Burying e, imediatamente apés, foram
anestesiados e uma amostra de sangue total foi colhida. Dessa forma, houve
quatro grupos: veiculo sem contencgdo, veiculo+contencdo, tratamento sem
contencdo e tratamento+contencdo. Sao apresentados resultados de analise de
variancia de duas vias seguida por teste de Tukey. A interacdo entre QUER e
estresse levou a reducéo da locomocéo, efeito mais visivel na comparacgéo entre
os dois grupos estressados. O grooming dirigido a superficie corporal foi
aumentado nos animais submetidos ao tratamento e a contencdo. QUER,
guando combinada ao estresse, levou a um aumento no componente rostral e
na duracgdo total do grooming. As analises bioquimicas apontaram que o estresse
de contencdo aumentou o estresse oxidativo e a QUER reverteu esse efeito. Os
resultados com a QUER confirmam seu potencial antioxidante e anti-
inflamato6rio, além de sugerir um potencial terapéutico para doencas
relacionadas ao estresse, uma vez que a QUER diminuiu o processo inflamatorio
induzido pelo estresse e foi capaz de alterar a resposta comportamental a ele.

Palavras-chave: quercetina; grooming; estresse de contengdo; estresse
oxidativo.
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stress-induced grooming behavior and oxidative stress markers in rats.
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ABSTRACT

Quercetin (QUER) is a potent antioxidant flavonoid that can have some
behavioral effects, which are poorly known. Grooming is a repetitive and
stereotyped self-caring behavior of rodents, which is intensified in the presence
of a stressor. This behavior can be compared to obsessive-compulsive disorder
(OCD), which also has repetitive patterns. Restraint stress causes changes in
both grooming and oxidative stress at the systemic level. In this study, the effects
of quercetin on restraint stress-induced grooming were evaluated, as well as the
effects of QUER on oxidative stress markers. 41 rats received an oral
administration of vehicle or QUER (300 mg / kg). After 120 minutes, the group
submitted to stress was restrained for 120 minutes in a wire cone, while the group
that was not submitted to stress remained in a another room. At the end of this
period, the animals were placed in an acrylic box, where they stayed for 10
minutes and grooming and locomotion measures were evaluated. Afterwards, the
animals were submitted to the Marble Burying test and, immediately after, they
were anesthetized and a blood sample was collected. Thus, there were four
groups: vehicle without restraint, vehicle + restraint, treatment without restraint
and treatment + restraint. Results of two-way analysis of variance followed by
Tukey test are presented. The interaction between QUER and stress led to low
locomotion, a more visible effect in the comparison between the two stressed
groups. Grooming directed to the body surface was increased in animals
submitted to treatment and restraint. QUER, when combined with stress, led to
an increase in the rostral component and the total duration of grooming.
Biochemical analyses showed that restraint stress increased oxidative stress and
QUER reversed this effect. The results with QUER confirm its antioxidant and
anti-inflammatory potential, in addition to suggesting a therapeutic potential for
stress-related diseases, since QUER has reduced the inflammatory process
induced by stress and could alter the behavioral response to it.

Keywords: quercetin; grooming; restraint stress; oxidative stress.
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1 INTRODUCAO

O estresse esta envolvido na etiologia de inimeras doencas, dentre elas os
transtornos mentais, e tem se tornado um desafio para a saude publica (Everly e Lating,
2013). Um estudo da Global Burder of Disease Study revelou que transtornos
psiquiatricos representam um contribuinte significativo para o aumento da doenca global
em paises de baixa, média e alta renda (Whiteford et al., 2013). Dessa forma, estudar
sobre o estresse é importante para melhorar o entendimento tanto da etiologia, quanto
sua relacdo com o agravamento dos sintomas de doencas a ele relacionadas.

O termo ‘estresse’ pode ser de forma geral definido como uma perturbacéo real
ou antecipada da homeostase ou uma antecipagdo de uma ameaca ao bem estar
(Ulrich-Lai e Herman, 2009). As respostas de estresse tem como fungdo o
reestabelecimento do equilibrio do organismo (Ulrich-Lai e Herman, 2009). Uma das
alteracdes que caracterizam a resposta de estresse é a liberacdo do horménio
adrenocorticotrépico (ACTH) e corticoides na corrente sanguinea e a ativagao do eixo
hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA) (Graeff, 2007). Dessa forma, tanto o conceito de
homeostase quanto o conceito de resposta ao estresse se referem a compreensédo do
mecanismo de regulacdo e ajuste do organismo frente a desafios (Souza et al., 2015).

O estresse ativa a divisdo simpatica do Sistema Nervoso Autdbnomo (SNAS),
como parte da reagcdo de luta ou fuga. Em seguida, ha a ativacdo da divisdo
parassimpética do Sistema Nervoso Autbnomo (SNAp) com a finalidade de fazer o
individuo voltar a sua homeostase. Na ativagdo do SNAs, h4 a liberagdo de
noradrenalina (NA) pelas fibras nervosas simpaticas periféricas em diferentes tecidos,
assim como a liberag&o de adrenalina da medula adrenal na corrente sanguinea (Graeff,
2007). Dessa forma, o SNAs é o responsavel pela resposta mais imediata ao estressor.

Hans Selye foi o primeiro pesquisador a utilizar o termo estresse, gque
originalmente foi definido como uma resposta nao especifica do corpo a qualquer
estimulo nocivo (Filgueiras and Hippert, 1999; Koolhaas et al., 2011; Sousa et al., 2015).
No entanto, décadas depois o conceito foi reformulado, para, dentre outras razdes, que
fosse possivel distinguir resposta ao estresse e estressor (Koolhaas et al., 2011). Dessa
forma, um estressor € um estimulo que ameaga a homeostase e o0 estresse é a reacdo
do organismo com a finalidade de recuperar a homeostase (Koolhaas et al., 2011).

Em sua versdo inicial, Selye chamou atencdo para o aspecto adaptativo do
estresse, formulando a teoria da Sindrome da Adaptacédo Geral (SAG) (Koolhaas et al.,
2011). Ap6s uma exposicao prolongada a estressores, 0 aspecto adaptativo falha,
fazendo com que o organismo atinja uma fase de exaustdo com efeitos adversos e
inOmeras consequéncias, resultando em uma ma adaptacéo ao estresse (Koolhaas et
al., 2011).
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Na teoria da SAG, Selye aponta trés fases distintas. A primeira fase, a de alarme
ou alerta, caracteriza-se por manifestacbes agudas, nas quais 0 corpo reconhece o
agente estressor, ativando o SNAs (Souza et al., 2015; Filgueiras e Hippert, 1999), o
qual vai promover a liberagdo de alguns neurotransmissores em 6érgdos-alvo,
estimulando também a liberacdo de horménios catecolaminérgicos, adrenalina e
noradrenalina, pela medula das glandulas adrenais; adicionalmente o eixo HPA é
ativado (Souza et al., 2015). Nessa fase, 0 organismo se prepara para responder ao
perigo e essa resposta pode ser uma resposta de luta ou fuga.

A segunda fase é a de resisténcia, na qual, para restabelecer a homeostase, as
respostas comportamentais e fisioldgicas sdo mantidas. Tais respostas sdo mediadas
principalmente pelo cortisol, que é liberado pelo cértex das glandulas adrenais, em
resposta a ativacao do eixo HPA. Todas essas respostas sdo para que o individuo
consiga neutralizar o agente estressor (Souza et al., 2015)

A terceira fase é a da exaustdo, que ocorre caso o individuo ndo consiga
neutralizar o agente agressor. Dessa forma, ele continua respondendo de forma crénica
e aguelas respostas que inicialmente eram consideradas adaptativas, agora viram uma
sobrecarga energética e levam a exaustao do organismo (Souza et al., 2015). O préprio
Selye ressalta que a maioria das manifestacbes caracteristicas da primeira fase
desaparecem ou séo revertidas durante a segunda fase, no entanto, reaparecem na
terceira fase. (Selye, 1952).

Koolhas et al. (2011) criticaram o uso do termo estresse se referindo a condi¢cbes
que vdo desde uma estimulagdo desafiadora mais branda, até condigbes muito
aversivas, pois, segundo 0s autores, a revisao de literatura mostra que as respostas
fisiologicas de estresse a estimulos recompensadores, que podem nao ser
considerados estressores, podem ser tdo grandes quanto a resposta a estimulos
negativos. Os autores apoiam o0 argumento de que a analise da resposta fisioldgica
durante o exercicio corrobora com a visdo de que a magnitude da resposta
neuroenddcrina corresponde as demandas metabdlicas e fisiolégicas necessarias para
atividade comportamental. Dessa forma, os autores propéem que o termo estresse seja
utilizado de forma restrita as condicbes em que uma demanda ambiental excede a
capacidade regulatéria natural de um organismo, em situacdes que incluem
imprevisibilidade e incontrolabilidade. Essa definicdo baseia-se na evidéncia de que o
estresse, em nivel fisiol6gico, parece ser caracterizado por uma reacdo neuroendocrina
marcada pela auséncia de uma resposta antecipada (imprevisibilidade) e/ou por uma
recuperacao reduzida (incontrolabilidade). O uso desses termos enfatiza a importancia
de considerar os aspectos cognitivos e perceptivos de estresse, além de respostas

comportamentais e fisioldgicas (Koolhaas et al., 2011).
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Em nivel fisiolégico, a amigdala, ao reconhecer um estimulo como aversivo, ativa
vias gque a ligam ao hipotalamo, as quais executam alteracBes neurovegetativas e
hormonais, que sdo caracteristicas diante de desafios em geral. A primeira via é
originada no hipotalamo lateral, que ativa 0 SNAS, resultando na liberacdo de NA. Além
disso, a adrenalina é secretada pela medula da adrenal na circulacdo sanguinea.
Juntos, os dois neurotransmissores/horménios sdo responsaveis pela promocdo da
maior parte das alteracdes que caracterizam a “reagcdo de emergéncia”, definida
inicialmente por Cannon. As alteracdes neurovegetativas podem ser taquicardia,
hipertensdo arterial, vasodilatacdo e vasoconstricdo. A redistribuicdo do oxigénio
contido na hemoglobina é responsavel pela sustentacdo da reacdo de luta ou fuga
(Graeff, 2014).

A segunda via da resposta de estresse tem como referéncia o eixo HPA. No
nucleo paraventricular do hipotalamo, ha células neuroenddcrinas sintetizadoras do
hormanio liberador de corticotrofina (CRH), que € liberado por essas células e chega na
pituitéria pelo sistema porta-hipofisario. Nesse ponto, h4 o estimulo de células que
fazem a sintese e armazenamento do ACTH, promovendo a secrecao desse horménio
na corrente sanguinea. Ao chegar nas glandulas adrenais, o ACTH realiza a estimulacao
da secrecdo de hormdnios corticoides, que, entre outras atividades, elevam o nivel de
glicose no sangue, que pode ser usada em situagcdes de emergéncia (Graeff, 2014).

Ha evidéncias que indicam que o estresse desempenha um papel na etiologia
ou no agravamento de diversos transtornos (APA, 2013). Dessa forma, a incorporagao
desse fator em um procedimento de modelo animal de transtorno pode contribuir para
sua validade. Os modelos animais possibilitam investigar experimentalmente alguns
aspectos etiolégicos e eventuais formas de tratamento de determinados transtornos.
Esses modelos sao também importantes para um melhor entendimento das bases
biolégicas e farmacoldgicas envolvidas nesses transtornos (Fernandez et al., 2006). Um
comportamento observado em roedores que é claramente afetado por estresse é a auto-
limpeza.

O comportamento de limpeza (grooming) € uma atividade muito comum no
comportamento de ratos e com varias possibilidades de uso em modelos animais
(Kalueff et al., 2016). E um comportamento inato, envolvido com a manutencdo da
higiene e outros processos, como termorregulacdo, comunicacao social e reducdo da
excitacdo (dearousal) (Estanislau et al., 2019; Estanislau et al. 2013; Spruijt et al., 1992).
Cada espécie tem suas proprias caracteristicas no padrao de apresentacdo do
comportamento de grooming (Spruijt et al., 1992).

O grooming é um importante fenétipo comportamental que pode ser usado para

entender a base neural de um padréo de acdes complexas de animais, incluindo
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humanos, em condi¢bes normais e anormais. Segundo Kalueff et al. (2016), o grooming
pode ser relevante para o estudo da neurobiologia de comportamentos complexos,
repetitivos e com padrdes sequenciais (Kalueff et al., 2016).

Embora tenha uma funcdo de limpeza, a ocorréncia de grooming é
frequentemente melhor explicada pelo contexto no qual ocorre do que pelo estado da
pele ou da pelagem. Mais especificamente, o grooming pode ser exacerbado durante (e
apos) a exposicao a diferentes tipos de estressores (Spruijt et al.,1992). Em roedores,
€ observado na forma de uma sequéncia de movimentos, geralmente dirigidos as partes
do corpo com um padrao cefalocaudal progressivo, comecando pela cabeca, seguindo
para o corpo e por fim para as regifes genitais e cauda (Kalueff et al., 2016). Essa
sequéncia pode ser afetada por manipulacdes experimentais, como lesdes de vias
dopaminérgicas no trato nigroestriatal, administracdo de drogas dopaminérgicas,
mutagao genética ou estresse psicoldgico (Kalueff et al., 2016).

A complexidade do comportamento de grooming pode ser ressaltada ao se
analisar suas bases neurobiolégicas. Em sintese (para uma explicacdo mais
pormenorizada, ver Kalueff et al., 2016), os nlcleos da base, especialmente o estriado
e suas entradas dopaminérgicas controlam o grooming em sua sequéncia. O neocortex
esta envolvido na modulacao geral dos movimentos do grooming, enviando projecdes
excitatérias para o estriado e recebendo projecfes excitatérias do tdlamo e amigdala,
que esta envolvida num contexto especifico de modulacdo. Ja o hipotalamo é importante
para a regulacdo neuroendocrina do grooming, como estimulagdo do nucleo
paraventricular. O eixo HPA também modula o grooming, varios hormonios,
especialmente CRH e ACTH, induzem o grooming. Os efeitos desses hormbnios sao
parcialmente dependentes do sistema dopaminérgico mesolimbico.

Assim como no grooming, 0s nucleos da base também estdo envolvidos na
coordenagdo de movimentos (controle do inicio, modulagéo e planejamento de sua
sequéncia) em humanos (Cordioli, 2014), que podem apresentar um comportamento de
limpeza exacerbado em transtornos ritualisticos, como o TOC (Graybiel e Saka, 2002).
Humanos apresentam esse padrdo durante situacdes estressantes, as quais aumentam
a severidade do comportamento (Kalueff et al., 2016; Berridge e Whishaw, 1992).

Segundo Spruijt et al. (1992), o grooming pode ser modulado por diferentes
contextos, sendo que um deles é a exposicdo a situacdes estressoras. Segundo
Buynitsky e Mostofsky (2009), a contengdo e a imobilizacdo estdo entre os métodos
mais utilizados para induzir estresse em roedores e iSSO ocorre porque esses
procedimentos sdo baratos, indolores e possuem uma execuc¢ao facil, além de nao
causar debilitacdo duradoura no animal. O estresse por contencdo é considerado

psicogénico, pois ndo envolve dor ou qualquer leséo tecidual.
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Além de afetar o comportamento e diversos parametros fisiol6gicos, vale notar
gue o estresse de contencao é capaz de induzir neuroinflamacéo (Munhoz et al., 2008;
Zhang et al., 2019) e de alterar marcadores de estresse oxidativo (Buynitsky e
Mostofsky, 2009)-

O termo neuroinflamacgéo (isto é, inflamacdo que ocorre no sistema nervoso
central) compreende uma série de eventos destinados a lidar com ameacas possiveis
ou reais para o encéfalo. Os principais atores nesse cenario sdo as células da glia
(Refolo e Stefanova, 2019). Apés a ativagdo, essas células se envolvem na producédo
de citocinas inflamatérias, que mantém e potencializam o quadro inflamatério. A
neuroinflamacdo é reconhecida como o principal componente patolégico de
praticamente todas as doencas neurodegenerativas e também tem sido um foco de
pesquisa sobre estresse (Crowley et al., 2016). Evidéncias crescentes apoiam que 0
estresse induz neuroinflamacdo, que modula bidirecionalmente o neurotransmissor
GABA (Crowley et al., 2016).

Ha evidéncias de que no estresse, o processo de neuroinflamacao ocorre em
paralelo com alteragbes comportamentais. Foi observado que ratos tratados com
minociclina, um antagonista de micrdglia, apresentam diminuicdo de comportamentos
de grooming induzidos por estresse crénico ultramoderado e tal efeito € acompanhado
por reducdo da neuroinflamacdo e dos niveis de GABA do hipocampo (Zhang et al.,
2019).0 NFkB € uma via de transcrigdo importante para neuroinflamacéo, uma vez que
orquestra a transcricdo de varios genes inflamatorios, incluindo TNF-a e IL-1B3 (Shih et
al., 2015). Em um ciclo de feedback, essas citocinas também tém a capacidade de
desencadear a ativacdo classica de NFkB (Shih et al.,, 2015). Dessa forma,
considerando que a ativacdo da microglia envolve a sinalizacao intracelular via NFKB
(Popiolek-Barczyk e Mika, 2016), isso indica que a neuroinflamagéo induzida por
estresse ocorre por meio da liberagdo de mediadores inflamatorios, como TNF-a e IL-
1B das células glias ativadas.

Conforme ja citado acima, o estresse de contencdo também altera pardmetros
oxidativos (Buynitsky e Mostofsky, 2009). O estresse oxidativo pode ser definido como
um desequilibrio entre a remocéo e a formacgéao de radicais livres no organismo, gerando
um estado pré-oxidante (Braz, 2015). Ele ocorre quando ha uma producao excessiva de
espécies reativas de oxigénio (EROs) e de nitrogénio (ENOs) (Rahal et al., 2014). As
EROs sdo geradas como subproduto de produtos de metabolismo aerdbico normal e
seu nivel aumenta sob estresse (Rahal et al., 2014). Esse processo gera oxidacao de
biomoléculas, o que, quando cronificado, acarreta na perda de suas fungdes biolégicas

e processos inflamatérios (Barbosa et al., 2010).
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Os radicais livres sdo moléculas extremamente reativas com um ou mais elétrons
ndo-pareados. Eles possuem meia vida muito curta, sdo altamente instaveis devido sua
configuracao e se ligam de forma rapida a moléculas vizinhas (Prado, 2012). Os radicais
livres em excesso possuem um papel importante na lesao tecidual e envelhecimento
celular (Prado, 2012). Os radicais livres atuam como mediadores para transferéncia de
elétrons em diferentes reacdes bioguimicas durante os processos metabdlicos. A
producdo adequada desses radicais livres é importante para a geracao de trifosfato de
adenosina (ATP), participacdo no mecanismo de defesa durante o processo de infeccao,
entre outras atividades (Barbosa et al., 2010)

Os radicais livres sdo co-fatores para o desenvolvimento de doencas como
hipertenséo, doengas vasculares, sindromes metabdlicas e transtornos mentais (David
et al., 2016). Sua producdo constitui um processo continuo e fisiolégico para cumprir
funcgbes bioldgicas relevantes (Barbosa et al., 2010). Qualquer alteragdo na homeostase
leva a um aumento da produgéo desses radicais livres (Rahal et al., 2014).

Para combater o dano causado pelo estresse oxidativo, 0s organismos possuem
sistemas de defesa antioxidante, que tém como finalidade realizar a limitacdo dos niveis
intracelulares das EROs e ENOs e controlar os danos recorrentes desse processo
(Barbosa et al., 2010). Dessa forma, o sistema de defesa antioxidante tem como fungéo
inibir e/ou reduzir os danos causados pela acdo deletéria tanto dos radicais livres,
guanto das espécies nao-radicais.

Considera-se antioxidante qualquer substancia que, estando presente em menor
concentracéo do que as do substrato oxidavel, é capaz de inibir ou atrasar a oxidacao
dele de forma eficaz (Barbosa et al., 2010). Os antioxidantes podem ser enzimaticos ou
nao-enzimaticos. No primeiro caso, estdo inclusas as enzimas superéxido dismutase
(SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidade (GPx). De maneira geral, a acdo dessas
enzimas é feita por meio de mecanismos de prevencao, que impedem e/ou controlam a
formacéo de radicais livres e espécies ndo-radicais. Essas enzimas estdo envolvidas
com a iniciacdo de reagfes em cadeia que levam a propagacdo e amplificagcdo do
processo e a ocorréncia de estresse oxidativo (Barbosa et al., 2010). J& os antioxidantes
ndo-enzimaticos sao os de origem dietética, como vitaminas, minerais e compostos
fendlicos. Tanto o acido ascorbico (vitamina C), quanto o a-tacoferol (vitamina E) e B-
caroteno (vitamina A) sdo antioxidantes ndo-enzimaticos. Além deles, ha ainda os
antioxidantes ndo-enzimaticos endégenos, como a glutationa reduzida, acido Urico e a
melatonina (Barbosa et al., 2010). Essas moléculas atuam através do sequestro ou
inativacdo das EROs, neutralizando o poder lesivo dessas biomoléculas e isso ocorre
através de trés mecanismos de agao basicos: 1) atividade sequestradora; 2) atividade

estabilizadora e 3) atividade quelante de metais (Prado, 2012).
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O SNC é particularmente sensivel ao estresse oxidativo, pois conta com baixos
niveis de antioxidantes se comparado a outros tecidos, requer grande necessidade de
oxigénio para suas reacdes e possui uma grande quantidade de acidos graxos poli-
insaturados (Braz, 2015; Salim, 2017; Silva, 2012). Com efeito, o estresse oxidativo esta
envolvido em varias doencas neurodegenerativas, como Alzheimer e em outras
doencas relacionadas ao SNC como acidente vascular encefélico (David et al, 2016) e
em transtornos psiquiatricos, como depresséo e ansiedade (Salim, 2014) e TOC (Behl
et al., 2010; Shrivastava et al., 2017).

As discussfes acerca da fisiopatologia de transtornos como TOC, depresséo e
ansiedade, concentram-se em explicacbes relativas a anormalidades nos
neurotransmissores GABA e 5HT. No entanto, as explicagOes referentes ao estresse
oxidativo também sdo importantes, principalmente porque o estresse psicoldgico resulta
na producéo de EROs, especialmente no cérebro. Dessa forma, quando a producéo de
EROs ultrapassa a capacidade antioxidante, em geral, a peroxidacao lipidica ocorre
(Salim, 2014).

Estudos tém sugerido uma relacdo entre alguns tipos de transtornos
relacionados a ansiedade, como transtorno obsessivo-compulsivo (TOC) e panico, ao
estresse oxidativo (Salim, 2014). Tais pesquisas demonstram que o metabolismo
oxidativo pode afetar na regulacdo da ansiedade, depressdo e esquizofrenia (Salim,
2014). Modelos animais tém sido Uteis para clarear o papel do estresse oxidativo nos
comportamentos tipo-ansiosos em roedores. Ha pesquisas demonstrando um papel
causal do estresse oxidativo nos comportamentos tipo-ansiosos e que o tratamento com
antioxidantes pareceu prevenir a ansiedade induzida por essas drogas (Salim, 2014).

NocOes relativas a estresse oxidativo tém se mostrado importante para a
compreensdo do TOC. Behl et al., (2010) defendem que sua relagdo com o estresse
oxidativo esta nos ndcleos da base. Outros estudos relacionam o aumento de estresse
oxidativo com o comportamento tipo obsessivo-compulsivo em roedores. Esses estudos
demonstram que um dos meios pelos quais os inibidores seletivos da recaptagédo de
serotonina contribuem para controlar o comportamento tipo obsessivo-compulsivo é
através do aumento dos niveis de 6xido nitrico no cérebro (Kar e Choudhury, 2016) Um
estudo com uma linhagem especifica de camundongos (deer mouse), que apresenta
comportamentos estereotipados espontaneos, analisou a relacdo desse comportamento
com marcadores de estresse oxidativo e demonstrou que uma deficiéncia do sistema
de glutationa no cortex pré-frontal é responsavel pelo aumento desse comportamento
nos animais (Guldenpfennig et al., 2011).

Também ha evidéncias da relacdo entre TOC e estresse oxidativo em humanos.

Em um estudo realizado com pacientes diagnosticados com TOC, uma amostra de
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plasma foi retirada trés semanas ap0s uma dieta com vitamina C e E. Os resultados
demonstraram que 0s pacientes possuiam niveis de MDA mais altos do que o0 grupo
controle, indicando que os danos causados pelos radicais livres podem estar
relacionados a tal transtorno e que terapia cujo alvo seja a producdo de MDA poderia
ter um efeito benéfico no TOC (Behl et al., 2010). Um estudo observacional avaliou
niveis de SOD, CAT, GPx, MDA e cortisol em pacientes com TOC, cujos sintomas eram
observados por pelo menos um ano e que nao estivessem medicados. Assim como no
estudo anterior, foram observados niveis altos de MDA e niveis baixos de CAT, SOD e
GPx. Esse resultado também reforca que o estresse oxidativo esta envolvido da
fisiopatologia do TOC (Behl et al., 2010).

Uma molécula antioxidante importante ndo enzimatica sdo os flavonoides, que
sdo um grupo essencial dos compostos polifendlicos. Eles sdo amplamente encontrados
em vegetais, frutas e em algumas bebidas. Ja ha mais de 3000 variedades de
flavonoides reportados e o interesse nessa classe é devido a seu potencial antioxidante,
analgésico e anti-inflamatorio (David et al., 2016; Ferraz et al., 2020).

Os flavonoides podem ser divididos em seis classes, de acordo com sua
estrutura: flavononois (quercetina), flavonas (apigenina), flavanona (narigenina) (Ferraz
et al., 2020), flavandis, isoflavone e anthocyanidins (David et al., 2016). Eles previnem
o dano causado pelo estresse oxidativo por meio da ativacdo de enzimas antioxidantes,
guelagao de metais, redugéo dos radicais a-tocoferil, inibicdo de oxidases e a mitigagcéo
do estresse oxidativo causado pelo 6xido nitrico (David et al., 2016).

Um importante flavonoide é a quercetina (3,3’,4’,5’7 — pentahydroxyflavone), que
€ encontrada em diferentes frutas e vegetais, como na beterraba, maca, tomate, cebola
(Ferraz et al., 2020), vinho tinto, chéa preto e cerveja (Behling et al., 2004). A quercetina
é o flavonoide mais abundante na dieta humana, além de estar presente em mais de 20
plantas. A quercetina é conhecida pelas suas atividades anti-inflamatérias, anti-
hipertensivas, antioxidantes, efeitos vasodilatadores, entre outros (David et al., 2016).

Um dos principais efeitos biologicos da quercetina € a inibicdo do processo de
formacdo de radicais livres por meio do sequestro de radicais de oxigénio, além de
atividade de quelacao de ferro (Behling et al., 2004). A quercetina também possui alguns
efeitos clinicos, como a protecédo contra osteoporose, cancer de pulmao e doencas
cardiovasculares, além de apresentar acéo anti-inflamatoria.

A quercetina apresenta efeitos biolégicos protetores em doencas
neurodegenerativas, como Alzheimer e Parkinson, que estdo associadas a processos
de neuroinflamagdo no SNC (David et al., 2016). Ela reduz a incidéncia de dano
oxidativo nos linfocitos e em estruturas neurovasculares e inibe danos aos neurénios,

além de proteger células contra o estresse oxidativo (David et al., 2016).
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Assim, o efeito anti-inflamatdrio da quercetina esté relacionado a inibicdo da
ativacdo do NFkB e por ativar a via de sinalizacao antioxidante Nrf2/HO-1 (Guazelli et
al., 2013). Além disso, 0 estresse oxidativo causa ativacdo adicional de NFkB e
superproducéo de citocinas inflamatérias. A ativacdo do sistema Nrf2/ARE desempenha
um papel importante na interrupcdo deste ciclo (Ahmed et al., 2017). O NFkB compete
com o Nrf2 pela proteina de ligacdo CREB (Liu et al., 2008). Portanto, a capacidade da
quercetina em ativar a sinalizacdo antioxidante Nrf2/HO-1 € uma caracteristica
importante de seu mecanismo anti-inflamatorio.

Kawabata et al. (2010) demonstraram que a quercetina suprime o aumento dos
niveis de hormonios de estresse, incluindo corticosterona (CORT) e ACTH no plasma
de ratos. Considerando que o eixo HPA é uma cascata hormonal composta em suas
etapas iniciais pela secrecdo do horménio liberador de corticotrofina (CRH), sua
supressao pela quercetina pode ser essencial para atenuacdo da ativagédo do eixo HPA.
Embora esse mecanismo ainda ndo esteja totalmente elucidado, a quercetina pode ser
atil na prevencéao e tratamento de doencas relacionadas ao estresse (Kawabata et al.,
2010).

Assim como a quercetina, outros flavonoides possuem efeitos relacionados a
ansiedade. A Passiflora incarnata, que é utilizada devidos seus efeitos ansioliticos e
sedativos, possui um extrato rico em flavonoides apigenina, luteolina, a propria
quercetina e kaempferol. Davilla rugosa também possui efeitos ansioliticos que podem
ser relacionados aos flavonéides presentes em seu extrato (Dovichi, 2009). A rutina, um
outro flavonoide pertencente a mesma familia da quercetina, apresentou efeitos
ansioliticos em camundongos (Dovichi, 2009). H& evidéncias de que tanto os
flavonoides sintéticos quanto os naturais sao agentes ansioliticos potentes, sem os
efeitos sedativos, miorrelaxantes ou amnésicos, presentes nos benzodiazepinicos
(Dovichi, 2009), classe mais prescrita para crises de ansiedade.

O grooming de ratos € um comportamento repetitivo e estereotipado analogo ao
TOC em humanos e a quercetina é uma droga com efeitos comportamentais pouco
compreendidos e com potencial ansiolitico. Dessa forma, o presente trabalho se prop6e
investigar os efeitos da quercetina e do estresse sobre 0 comportamento de grooming,

bem como sobre marcadores de estresse oxidativo.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos da quercetina sobre o comportamento de grooming induzido por um

estressor, bem como nas alteracdes de estresse oxidativo em nivel sistémico.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Avaliar o efeito do tratamento agudo da quercetina sobre o grooming induzido
por contencéo

2. Avaliar o efeito do tratamento agudo da quercetina sobre o estresse oxidativo
induzido por contencgéo
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 ANIMAIS

Um total de 41 ratos Wistar do sexo masculino (200-220 g) foi utilizado no presente
estudo. Os animais eram provenientes do Biotério Central da Universidade Estadual de
Londrina (UEL) e foram mantidos no Biotério do Departamento de Psicologia Geral e
Andlise do Comportamento (PGAC) por pelo menos dois dias antes do experimento
para adaptacdo. Nesse biotério, foram mantidos em ciclo claro/escuro (12/12h, com
luzes acesas as 07:00), em temperatura controlada (23°+2°C) e sob regime ad libitum
de agua e comida. Os animais foram mantidos em gaiolas de polipropileno (28 cm X
17cm X 13 cm), em numero de quatro por gaiola. Os experimentos foram realizados
com aprovacdo da Comissdo de Etica para o uso de animais, da UEL, sob o nimero
046.2020.

3.2 DROGA

O farmaco utilizado foi quercetina do fabricante Santa Cruz. A droga foi administrada via
oral (gavagem) em dose de 300 mg/kg em salina com 20% de Tween 20 (Valério et al.,
2009).

3.3 PROTOCOLO EXPERIMENTAL

No biotério local, os animais foram tratados com a quercetina ou o veiculo 120 minutos
antes do protocolo de estresse e a seguir foram transportados para o adjacente
Laboratério de Psicobiologia. La foram deixados em uma sala com iluminagéo e
temperatura semelhantes as do biotério por 120 minutos. Apds esse periodo, parte dos
animais foi submetida a conteng¢éo por 120 min. Os que n&o foram submetidos a esse
procedimento permaneceram no mesmo local pelos mesmos 120 minutos. Para o
procedimento de contencdo, cada rato foi isolado individualmente em um aparato
formado por uma tela de arame de formato cénico, o qual foi moldado ao corpo do animal
de modo a restringir seus movimentos das patas e cabeca, impedindo a livre
movimentagdo. Uma vez contidos nos cones de arame, os ratos foram pendurados
verticalmente com a cabeca para cima em um suporte de madeira por 120 minutos. A
posicao vertical de permanéncia foi escolhida de modo a evitar que a defecacéo sujasse
os pelos do animal. Findo o periodo de contencdo, foram realizados os testes
comportamentais. O primeiro foi o teste da caixa de acrilico, no qual os animais foram
avaliados por 10 minutos. Os animais que nao passaram pela contencao, foram levados
da sala em que estavam diretamente para este teste. O segundo teste foi o Marble

Burying, no qual os animais foram avaliados por 30 minutos. Ao final do segundo teste,



22

todos os animais foram submetidos a eutanasia. Para este experimento, os animais
foram divididos em quatro grupos experimentais, sendo eles: 1) veiculo, grupo que ndo
foi submetido a contencdo e nem recebeu o tratamento (n = 11); 2) veiculo com
contencao, grupo que foi submetido a contencdo, mas nao ao tratamento (n = 11); 3)
tratamento, grupo que nao foi submetido a contencdo, mas foi submetido ao tratamento
(n = 9) e 4) tratamento com contenc¢do, grupo que foi submetido tanto & contencao,
quanto ao tratamento (n = 10). Os grupos estdo demonstrados na Figura 1A e o

delineamento do estudo estd demonstrado na figura 1B.

Grupos experimentais
veiculo sem contencdo veiculo+contencdo
quercetina sem contencio . o
- quercetina+contenc3o
B

Delineamento experimental

-2h Oh 2h 25 h 3h

Tratamento
Querce

Contengio Caixa de acrikco Marble burying Eutanasia

ou veiculo

Figura 1. A: Grupos e delineamento experimental: 1) veiculo sem contengdo, grupo que nao foi
submetido a conteng¢do e nem recebeu o tratamento; 2) veiculo com contengdo, grupo que foi
submetido a contengdo, mas ndo ao tratamento; 3) quercetina, grupo que nao foi submetido a
contengdo, mas foi submetido ao tratamento e 4) quercetina com contengdo, grupo que foi
submetido tanto a contengao, quanto ao tratamento. B: delineamento experimental: os animais
foram tratados de acordo com o seu grupo. 120 minutos apds o tratamento, os animais dos
grupos contidos foram submetidos a conten¢do, enquanto os animais dos outros grupos ficaram
em uma sala separados. Apds esse procedimento, os animais foram colocados na caixa de
acrilico, para observagdo do grooming e, apds esse teste, os animais passaram pelo teste do
Marble Burying e, imediatamente apds esse teste, foi retirada uma amostra de sangue por
puncdo cardiaca e em seguida os animais foram eutanasiados por perfusao.

3.4 TESTES COMPORTAMENTAIS
3.4.1 Aparato Da Caixa De Acrilico

O teste foi realizado em uma caixa de acrilico transparente (30 cm X 30 cm X 30cm),
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onde o animal foi mantido por 10 minutos. Um espelho inclinado foi disposto embaixo
da caixa e, dessa forma, uma camera filmadora posicionada frontalmente a caixa gravou
imagens do animal a partir dessa posicao e de baixo para cima, através do espelho. O
objetivo desse teste é observar as medidas de grooming.

As medidas comportamentais avaliadas foram:

1) Duracédo do grooming rostral — movimento de lamber as patas e friccdo no nariz,
vibrissas e orelhas

2) Duracdo do grooming corporal — movimentos de lamber e fricionar com as patas e
focinhos, outras regides do corpo

3) Duracdo total do grooming — grooming rostral e grooming corporal somados

4) Frequéncia de cadeias estereotipadas — realizacdo em sequéncia cefalocaudal das 4
fases da cadeia — Fase |I: movimentos elipticos em torno do nariz; Fase Il: movimentos
unilaterais feitos por uma das patas perto das vibrissas e abaixo dos olhos; Fase llI:
movimentos bilaterais, feito pelas duas patas simultaneamente até a altura das orelhas;
Fase IV: lambidas no corpo e genitais, transicdo para o grooming corporal (Berridge et
al., 2005).

5) Frequéncia da locomocao —A caixa foi dividida em 4 quadrantes e a passagem das
quatro patas de um quadrante para o outro serviu de critério para o registro de uma

locomogéo.

3.4.2 Teste Marble Burying

Este teste avalia 0 comportamento repetitivo do animal. O teste foi escolhido por ter se
mostrado sensivel a manipulagbes farmacolégicas que amenizam comportamentos
compulsivos (Angoa-Pérez et al., 2013; Njung’e e Handley, 1991).

Para este teste, cada animal foi colocado em uma caixa de polipropileno (28 cm X 17cm
X 13 cm), que continha cepilho (5 cm de profundidade) e 16 bolinhas de gude (2,5 cm
didmetro) uniformemente separadas na superficie. O animal permaneceu na caixa por
30 minutos, ao final da sesséo foi retirado e foi feito registro fotografico da caixa, a partir

do qual a quantidade de bolinhas enterradas foi registrada.

3.5 AVALIAGAO DO ESTRESSE OXIDATIVO

Ap6s o segundo teste comportamental, os animais foram levados ao biotério e foram
submetidos a anestesia com isofluorano a 3%. Uma amostra de sangue (1 ml) foi
retirada por puncdo cardiaca para avaliacdo de estresse oxidativo. ApoOs esse
procedimento, os animais foram submetidos a eunatésia por perfusdo com solugéo
salina 0,9% para realizacdo de coletas de tecido para outras andlises (dados néo

mostrados)
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3.5.1 Ensaio ABTS e FRAP

Amostras de plasma foram coletadas. A capacidade da amostra para resistir a danos
oxidativos foi determinada através da capacidade de eliminacdo de radicais livres pelo
método ABTS modificado (Re et al., 1999). Para o ensaio de ABTS, 500 pl de solugéo
ABTS foi diluido em 20 ml de solucédo salina de tampéo fosfato pH 7.4 (PBS). Em
seguida, 200 pl de uma solucéo diluida de ABTS foi misturado a 50 ul de plasma em
microplaca de 96 pocos. Apds 6 minutos de incubacdo a temperatura ambiente, a
absorbancia das amostras foi medida em espectrofotbmetro de microplacas
(ThermoScientific) em comprimento de onda de 730 nm. Para avaliagdo do ensaio
FRAP, foi utilizado 50 ul de plasma nizada e 150 pL do reagente de FRAP. A
absorbéncia foi mensurada em 595 nm. Os resultados foram equiparados contra uma
curva padrdo de Trolox (1.5-30 nM, concentragdo final) e foram expressos como
equivalentes de Trolox por mg de proteina nas 2 avaliagdes.

3.5.2 Estimativa Da Peroxidacao Lipidica Pela Formacao De Malondialdeido (MDA)

A peroxidagdo lipidica foi estimada pela determinacdo dos niveis de substancias
reativas com o &cido tiobarbittrico, conforme adaptado por Fattori et al. (2015). Para
isso, &cido tricloroacético (10%) foi adicionado ao plasma para precipitar proteinas. Essa
mistura foi mantida em banho-maria a 100°C por 15 minutos. Malondealdeido, um
produto intermediario da lipoperoxidagéo, foi determinado pela diferenca de absorbéncia
a 535 e 572 nm. Os resultados foram expressos como TBARS (substancias reativas ao

acido tiobarbitdrico) (nmol por mg de proteina).

3.6 ANALISES DE DADOS

Os dados foram analisados quanto a duracdo dos comportamentos grooming rostral,
grooming corporal e total, frequéncia de cadeias estereotipadas e de locomogéo e
guantidade de bolinhas enterradas no teste Marble Burying. As medidas bioquimicas
avaliadas foram FRAP, ABTS e TBARS. Antes das demais analises, os dados foram
testados quanto a normalidade (Teste de Shapiro-Wilk) e homogeneidade (Teste de
Levene), para esses testes o critério foi p < 0,01. Apés, os dados foram submetidos a
ANOVA de duas vias. Comparacdes multiplas foram feitas com o teste post hoc de

Tukey.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados serdo apresentados no artigo a seguir, que sera submetido a revista

Pharmacology, Biochemistry and Behavior.
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Highlights

Grooming corporal esta relacionado com o processo de desexcitacdo
Estresse de conten¢do aumenta o estresse oxidativo

QUER pode ser util em doengas relacionadas ao estresse

QUER intensifica o grooming induzido por estresse
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Resumo

A quercetina (QUER) é um potente flavonoide antioxidante cujos efeitos
comportamentais ainda sdo pouco conhecidos. O grooming € um comportamento
repetitivo e estereotipado de autocuidado em roedores, que € intensificado na presenca
de um estressor. O estresse de conten¢do causa alteracdes tanto no grooming quanto
no estresse oxidativo em nivel sistémico. Neste estudo, os efeitos da quercetina sobre
0 grooming induzido por estresse de contencdo foi avaliado, bem como sobre
marcadores de estresse oxidativo. 41 ratos receberam uma administracdo oral de
veiculo ou QUER (300 mg/kg). Depois de 120 minutos, o grupo submetido ao estresse,
ficou por 120 minutos contido dentro de um cone de arame, enquanto 0 grupo nao
submetido ao estresse permanecia em uma sala separada. Ao final desse periodo, 0s
animais foram colocados em uma caixa de acrilico, onde ficaram por 10 minutos e as
medidas de grooming e locomocéao foram avaliadas. Na sequéncia, os animais foram
submetidos ao teste Marble Burying e, imediatamente apos, foram anestesiados e uma
amostra de sangue foi colhida. Dessa forma, houve quatro grupos: veiculo sem
contencao, veiculo+contencdo, tratamento sem contencao e tratamento+contencao.
S&o apresentados resultados de analise de variancia de duas vias seguida por teste de
Tukey. A interagdo entre QUER e estresse levou a reducéo da locomogéo, efeito mais
visivel na comparacdo entre os dois grupos estressados. O grooming dirigido a
superficie corporal foi aumentado nos animais submetidos ao tratamento e a contengéo.
QUER, quando combinada ao estresse, levou a um aumento no componente rostral e
na duracao total do grooming. As analises bioquimicas apontaram que o estresse de
contencdo aumentou o estresse oxidativo e a QUER reverteu esse efeito. Os resultados
com a QUER confirmam seu potencial antioxidante e anti-inflamatério, além de sugerir
um potencial terapéutico para doencas relacionadas ao estresse, uma vez que a QUER
diminuiu o processo inflamatério induzido pelo estresse e foi capaz de alterar a resposta
comportamental a ele.

Palavras- chave: quercetina; grooming; estresse de contencao, estresse oxidativo
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1 Introducéo

O comportamento de limpeza (grooming) é uma atividade muito comum no
comportamento de ratos e com varias possibilidades de uso em modelos animais
(Kalueff et al., 2016). E um comportamento inato, envolvido com a manutengdo da
higiene e outros processos, como termorregulacdo, comunicacao social e reducéo da
excitacdo (dearousal) (Estanislau et al., 2019; Estanislau et al., 2013; Spruijt et al.,
1992);).

Embora tenha uma funcdo de limpeza, a ocorréncia de grooming é
frequentemente melhor explicada pelo contexto no qual ocorre do que pelo estado da
pele ou da pelagem. Mais especificamente, o grooming pode ser exacerbado durante (e
apoés) a exposicao a diferentes tipos de estressores (Spruijt et al. 1992). Em roedores,
€ observado na forma de uma sequéncia de movimentos, geralmente dirigidos as partes
do corpo com um padréo cefalocaudal progressivo, comegando pela cabeca, seguindo
para o corpo e por fim para as regifes genitais e cauda (Kalueff et al., 2016). Essa
sequéncia pode ser afetada por manipulacdes experimentais, como lesfes de vias
dopaminérgicas no trato nigroestriatal, administracdo de drogas dopaminérgicas,
mutagao genética ou estresse psicologico (Kalueff et al., 2016).

Segundo Spruijt et al (1992), o grooming pode ser modulado por diferentes
contextos, sendo que um deles € a exposicdo a situagfes estressoras. Segundo
Buynitsky e Mostofsky (2009), a contencdo e a imobilizacdo estdo entre os métodos
mais utilizados para induzir estresse em roedores e iSSO ocorre porque esses
procedimentos séo baratos, indolores e possuem uma execucgdo facil, além de néo
causar debilitacdo duradoura no animal. O estresse por contencdo é considerado
psicogénico, pois ndo envolve dor ou qualquer lesdo tecidual.

Além de afetar o comportamento e diversos parametros fisioldgicos, vale notar
gue o estresse de contencdo € capaz de alterar marcadores de estresse oxidativo
(Buynitsky e Mostofsky, 2009), bem como induzir a neuroinflamacédo (Munhoz et al.,
2008). Na neuroinflamacgéo, os principais atores sao as células da glia (Refolo e
Stefanova, 2019), que, apds sua ativacdo, se envolvem na producdo de citocinas
inflamatérias, que mantém e potencializam o quadro inflamatério. A neuroinflamacéo é
reconhecida como o principal componente patolégico de praticamente todas as doencas
neurodegenerativas e também tem sido um foco de pesquisas sobre estresse (Crowley
et al., 2016) .

Ha evidéncias de que, no estresse, 0 processo de neuroinflamagédo ocorre em
paralelo com alteragcbes comportamentais. Foi observado que ratos tratados com

minociclina, um antagonista de micrdglia, apresentam diminuigdo de comportamentos
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de grooming induzidos por estresse cronico ultramoderado e que tal efeito é
acompanhado por reducao da neuroinflamacao e dos niveis de GABA do hipocampo
(Zhang et al., 2019).0 NFkB ¢é uma via de transcricdo importante para neuroinflamacao,
uma vez que orguestra a transcricao de varios genes inflamatérios, incluindo TNF-a e
IL-18 (Shih et al., 2015). Em um ciclo de feedback, essas citocinas também tém a
capacidade de desencadear a ativacdo classica de NFkB (Shih et al., 2015). Dessa
forma, considerando que a ativacdo da microglia envolve a sinalizacao intracelular via
NFkB (Popiolek-Barczyk e Mika, 2016), isso indica que a neuroinflamacao induzida por
estresse ocorre por meio da liberacdo de mediadores inflamatérios, como TNF-a e IL-
1B das células glias ativadas.

O estresse oxidativo pode ser definido como um desequilibrio entre a remocéao
e a formacédo de radicais livres no organismo, gerando um estado pré-oxidante (Braz,
2015). Ele ocorre quando ha uma producédo excessiva de espécies reativas de oxigénio
(EROs) e de nitrogénio (ENOs) (Rahal et al., 2014). O Sistema Nervoso Central (SNC)
€ particularmente sensivel ao estresse oxidativo, pois conta com baixos niveis de
antioxidantes se comparado a outros tecidos, requer grande necessidade de oxigénio
para suas reacdes e possui uma grande quantidade de acidos graxos poli-insaturados
(Braz, 2015; Salim, 2017; Silva, 2012). Com efeito, o estresse oxidativo esta envolvido
em varias doengas neurodegenerativas, como Alzheimer e acidente vascular encefélico
(David et al, 2016) e em transtornos psiquiatricos, como depressao e ansiedade (Salim,
2014) e TOC (Behl et al., 2010).

As discussdes acerca da fisiopatologia de transtornos como TOC, depresséo e
ansiedade concentram-se principalmente em explicagdes relativas a anormalidades nos
neurotransmissores GABA e 5HT. No entanto, as explicacdes referentes ao estresse
oxidativo também sdo importantes, principalmente porque o estresse psicolégico resulta
na producdo de EROs, especialmente no cérebro.

Estudos tém sugerido uma relagdo entre alguns tipos de transtornos
relacionados a ansiedade, como transtorno obsessivo-compulsivo (TOC) e péanico, ao
estresse oxidativo (Salim, 2014). Tais pesquisas demonstram que o metabolismo
oxidativo pode afetar na regulacdo da ansiedade, depressdo e esquizofrenia (Salim,
2014). Modelos animais tém sido Uteis para clarear o papel do estresse oxidativo nos
comportamentos tipo-ansiosos em roedores. Ha pesquisas demonstrando um papel
causal do estresse oxidativo nos comportamentos tipo-ansiosos e que o tratamento com
antioxidantes parece prevenir a ansiedade induzida por essas drogas (Salim, 2014). Por
exemplo, foi observado que a vitamina A induziu estresse oxidativo em ratos adultos,
além de ser ansiogénica, ao diminuir a locomogao no teste do campo aberto (de Oliveira
et al., 2007).
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NocOes relativas a estresse oxidativo tém se mostrado importante para a
compreensdo do TOC. Behl et al., (2010) defendem que sua relacdo com o estresse
oxidativo esta nos ndcleos da base. Outros estudos relacionam o aumento de estresse
oxidativo com o comportamento tipo obsessivo-compulsivo em roedores. Esses estudos
demonstram que um dos meios pelos quais os inibidores seletivos da recaptacdo de
serotonina contribuem para controlar 0 comportamento tipo obsessivo-compulsivo é
através do aumento dos niveis de 6xido nitrico no cérebro (Kar e Choudhury,2016). Um
estudo com uma linhagem especifica de camundongos (deer mouse), que apresenta
comportamentos estereotipados espontaneos (saltos repetitivos, padrées de corrida e
cambalhotas para tras), analisou a relacdo desses comportamentos com marcadores
de estresse oxidativo e demonstrou que uma deficiéncia do sistema de glutationa no
cortex pré-frontal esta envolvida nesse comportamento (Guldenpfennig et al., 2011).

Dentre os antioxidantes utilizados para combater o estresse oxidativo, uma
classe importante é a dos flavonoides. Eles sdo amplamente encontrados em vegetais,
frutas e em algumas bebidas. Um importante flavonoide é a quercetina (3,3’,4',5’7 —
pentahydroxyflavone), que é o flavonoide mais abundante na dieta humana, além de
estar presente em mais de 20 plantas (David et al., 2016). Ela é conhecida pelas suas
atividades anti-inflamatérias, anti-hipertensivas, vasodilatadoras, entre outras (David et
al., 2016). Um dos principais efeitos biol6gicos da quercetina é a atividade antioxidante,
gue ocorre através da inibicdo do processo de formacao de radicais livres por meio do
sequestro de radicais de oxigénio, além de atividade de quelacéo de ferro (Behling et
al., 2004).

O estresse oxidativo causa ativagdo adicional de NFkB e superprodugéo de
citocinas inflamatodrias. A ativacdo do sistema Nrf2/ARE desempenha um papel
importante na interrupcao deste ciclo (Ahmed et al., 2017), pois NFkB compete com o
Nrf2 pela proteina de ligacdo CREB (Liu et al., 2008). Dessa forma, o efeito anti-
inflamatorio da quercetina esta relacionado ao bloqueio da ativacdo do NFkB e a
ativacdo da via de sinalizac@o antioxidante Nrf2/HO-1 (Guazelli et al., 2013).

O grooming de ratos € um comportamento repetitivo e estereotipado analogo ao
TOC em humanos e a quercetina € uma droga com efeitos comportamentais pouco
compreendidos e com potencial ansiolitico. Dessa forma, o presente trabalho se prop6e
investigar os efeitos da quercetina e do estresse sobre o comportamento de grooming,

bem como sobre marcadores de estresse oxidativo.

2 Materiais e métodos
2.1 Animais

Os experimentos foram realizados com 41 ratos machos Wistar (200-220g). Os animais
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eram provenientes do Biotério Central da Universidade Estadual de Londrina (UEL) e
foram mantidos no Biotério do Departamento de Psicologia Geral e Analise do
Comportamento (PGAC) por pelo menos dois dias antes do experimento para
adaptacdo. Nesse biotério, foram mantidos em ciclo claro/escuro (12/12h, com luzes
acesas as 07:00), em temperatura controlada (23°+£2°C) e sob regime ad libitum de agua
e comida. Os animais foram mantidos em gaiolas de polipropileno (28 cm X 17cm X 13
cm), em nimero de quatro por gaiola. Os experimento foi aprovado pela Comisséo de

Etica para Uso de Animais, da UEL, sob 0 nimero 046.2020.

2.2 Droga

A droga utilizada foi quercetina do fabricante Santa Cruz. A droga foi administrada via
oral (gavagem) em dose de 300 mg/kg em salina com 20% de Tween 20 (Valério et al.,
20009).

2.3 Protocolo experimental

No biotério local, os animais foram tratados com a droga ou o veiculo 120 minutos antes
do protocolo de estresse e a seguir foram transportados para o adjacente Laboratério
de Psicobiologia. La foram deixados em uma sala com iluminacdo e temperatura
semelhantes as do biotério por 120 minutos. Apos esse periodo, os animais foram
submetidos a contencdo por 120 min. Os que ndo foram submetidos a esse
procedimento permaneceram no mesmo local pelos mesmos 120 minutos. Para o
procedimento de contencdo, cada rato foi isolado individualmente em um aparato
formado por uma tela de arame de formato cénico, o qual foi moldado ao corpo do animal
de modo a restringir seus movimentos das patas e cabeca, impedindo a livre
movimentacdo. Uma vez contidos nos cones de arame, os ratos foram pendurados
verticalmente com a cabeca para cima em um suporte de madeira por 120 minutos. A
posicéo vertical de permanéncia foi escolhida de modo a evitar que a defecagéo sujasse
0os pelos do animal. Findo o periodo de contencdo, foram realizados os testes
comportamentais. O primeiro foi o teste da caixa de acrilico, no qual os animais foram
avaliados por 10 minutos. Os animais que nao passaram pela contencéo, foram levados
da sala em que estavam diretamente para este teste. O segundo teste foi o Marble
Burying, no qual os animais foram avaliados por 30 minutos. Ao final do segundo teste,
todos os animais foram submetidos a eutanasia. Para este experimento, 0s animais
foram distribuidos entrequatro gurpos experimentais, sendo eles: 1) veiculo, grupo que
ndo foi submtido a contencdo e nem recebeu o tratamento (n = 11); 2) veiculo com
contencao, grupo que foi submetido a contengcédo, mas néo ao tratamento (n = 11); 3)

tratamento, grupo que nao foi submetido a contencao, mas foi submetido ao tratamento
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(n = 9) e 4) tratamento com contencado, grupo que foi submetido tanto a contencao,
quanto ao tratamento (n = 10). Os grupos estdo demonstrados na Figura 1A e o

delineamento do estudo estd demonstrado na figura 1B

Grupos experimentais
veiculo sem contencdo veiculo+contengdo
quercetina sem contencdo . o
- quercetina+contenc3o
B

Delineamento experimental

-2h Oh 2h 25 h 3h

Tratamento Contengo Caixa de acrihco Marble burying Eutanasia
Querce

ou veicy

Figura 1. Grupos e delineamento experimental. A: grupos experimentais: 1) veiculo sem
contencdo, grupo que ndo foi submetido a contencdo e nem recebeu o tratamento; 2) veiculo
com contengdo, grupo que foi submetido a contengdo, mas ndo ao tratamento; 3) quercetina,
grupo que nao foi submetido a conteng¢do, mas foi submetido ao tratamento e 4) quercetina
com contengdo, grupo que foi submetido tanto a conten¢do, quanto ao tratamento. B:
delineamento experimental: os animais foram tratados de acordo com o seu grupo. 120 minutos
apos o tratamento, os animais dos grupos contidos foram submetidos a contengdo, enquanto
os animais dos outros grupos ficaram em uma sala separados. Apds esse procedimento, os
animais foram colocados na caixa de acrilico, para observacdo do grooming e, apds esse teste,
os animais passaram pelo teste do marble burying e, imediatamente apds esse teste, foi retirada
uma amostra de sangue por punc¢do cardiaca e em seguida os animais foram eutanasiados por
perfusdo.

2.4 Testes comportamentais

2.4.1 Teste da caixa de acrilico

O teste foi realizado em uma caixa de acrilico transparente (30 cm X 30 cm X 30cm),
onde o animal foi mantido por 10 minutos. Um espelho inclinado foi disposto embaixo
da caixa e, dessa forma, uma camera filmadora posicionada frontalmente a caixa gravou
imagens do animal a partir dessa posicdo e de baixo para cima, através do espelho.

As medidas comportamentais avaliadas foram:
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1) Duracdo do grooming rostral — movimento de lamber as patas e friccdo no nariz,
vibrissas e orelhas

2) Duracdo do grooming corporal — movimentos de lamber e fricionar com as patas e
focinhos, outras regides do corpo

3) Duracdo total do grooming — grooming rostral e grooming corporal somados

4) Frequéncia de cadeias estereotipadas — realizacdo em sequéncia cefalocaudal das 4
fases da cadeia — Fase I: movimentos elipticos em torno do nariz; Fase Il: movimentos
unilaterais feitos por uma das patas perto das vibrissas e abaixo dos olhos; Fase IlI:
movimentos bilaterais, feito pelas duas patas simultaneamente até a altura das orelhas;
Fase IV: lambidas no corpo e genitais, transicdo para o grooming corporal (Berridge et
al., 2005).

5) Frequéncia da locomocao —A caixa foi dividida em 4 quadrantes e a passagem das
quatro patas de um quadrante para o outro serviu de critério para o registro de uma

locomogéo.

2.4.2 Teste Marble Burying

Este teste avalia o comportamento repetitivo do animal. O teste foi escolhido por ter se
mostrado sensivel a manipulacdes farmacolégicas que amenizam comportamentos
compulsivos (Angoa-Pérez et al., 2013; Njung’e e Handley, 1991).

Para este teste, cada animal foi colocado em uma caixa de polipropileno (28 cm X 17cm
X 13 cm), que continha cepilho (5 cm de profundidade) e 16 bolinhas de gude (2,5 cm
didmetro) uniformemente separadas na superficie. O animal permaneceu na caixa por
30 minutos, ao final da sesséo foi retirado e foi feito registro fotografico da caixa, a partir

do qual a quantidade de bolinhas enterradas foi registrada.

2.5 Avaliacéo do estresse oxidativo

Ap6s o segundo teste comportamental, os animais foram levados ao biotério e foram
submetidos a anestesia com isofluorano a 3%. Uma amostra de sangue (1 ml) foi
retirada por puncdo cardiaca para avaliacdo de estresse oxidativo. Apds esse
procedimento, os animais foram submetidos & eunatésia por perfusdo com solucao
salina 0,9% para realizacdo de coletas de tecido para outras andlises (dados n&o

mostrados).

2.5.1 Ensaio ABTS e FRAP

Amostras de plasma foram coletadas. A capacidade da amostra para resistir a danos
oxidativos foi determinada através da capacidade de eliminacdo de radicais livres pelo
método ABTS modificado (Re et al., 1999). Para o ensaio de ABTS, 500 ul de solugéo
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ABTS foi diluido em 20 ml de solucdo salina de tampéao fosfato pH 7.4 (PBS). Em
seguida, 200 pl de uma solucgéo diluida de ABTS foi misturado a 50 pl de plasma em
microplaca de 96 pocos. Apds 6 minutos de incubacdo a temperatura ambiente, a
absorbancia das amostras foi medida em espectrofotbmetro de microplacas
(ThermoScientific) em comprimento de onda de 730 nm. Para avaliacdo do ensaio
FRAP, foi utilizado 50 ul de plasma nizada e 150 pL do reagente de FRAP. A
absorbancia foi mensurada em 595 nm. Os resultados foram equiparados contra uma
curva padrao de Trolox (1.5-30 nM, concentracdo final) e foram expressos como

equivalentes de Trolox por mg de proteina nas 2 avaliacdes.

2.5.3 Estimativa da peroxidacéo lipidica pelaformacao de malondialdeido (MDA)

A peroxidagdo lipidica foi estimada pela determinacdo dos niveis de substancias
reativas com o acido tiobarbitarico, conforme adaptado por Fattori et al. (2015). Para
isso, &cido tricloroacético (10%) foi adicionado ao plasma para precipitar proteinas. Essa
mistura foi mantida em banho-maria a 100°C por 15 minutos. Malondealdeido, um
produto intermediario da lipoperoxidacgao, foi determinado pela diferenca de absorbéncia
a 535 e 572 nm. Os resultados foram expressos como TBARS (substéncias reativas ao
acido tiobarbitarico) (nmol por mg de proteina).

2.6 Andlises de dados

Os dados comportamentais foram analisados quanto a duracdo dos comportamentos
grooming rostral, grooming corporal e total, frequéncia de cadeias estereotipadas e de
locomocao e quantidade de bolinhas enterradas no teste Marble Burying. As medidas
bioquimicas avaliadas foram ABTS, FRAP e TBARS. Antes das demais analises, 0s
dados foram testados quanto a normalidade (Teste de Shapiro-Wilk) e homogeneidade
(Teste de Levine), para esses testes o critério foi p < 0,01. Tendo passado nesses testes,
os dados foram submetidos a ANOVA de duas vias. Comparag¢des multiplas foram feitas

com o teste post hoc de Tukey.
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3. Resultados?

3.1 — Efeitos da QUER na locomocédo. A Figura 2 mostra os resultados referentes a
locomocgéo. O estresse de contengéo teve efeito, segundo ANOVA (Fp4y = 7,59; p <
0,05). O mesmo teste também mostrou efeito na interacdo entre o tratamento e o
estresse ([Friay = 4,40; p < 0,05). Tais efeitos se refletiram na diminuicdo de
cruzamentos de quadrantes do grupo quercetina+contencdo, quando comparado com o
grupo quercetina sem contencéo (Tukey: p < 0,05). Como os animais gastaram mais
tempo fazendo grooming, eles ndo se locomoveram muito.

Quadrantes atravessados (#)

Fig. 2 Quercetina, quando combinada a estresse, diminui a locomogéao na caixa de
acrilico. Apos a administragdo do veiculo ou QUER (300 mg/kg), os animais foram
mantidos em uma sala adjacente do laboratério ou submetidos a contengéo por 120
minutos e testados na caixa de acrilico por 10 minutos. Os resultados apresentam a
média e o erro padrdo da média de cada grupo. *, p< 0,05 quando comparado com o
grupo tratado sem contengéo.

! Nas normas da revista as imagens devem vir na sessdo de figuras, no entanto, para facilitar a
compreensdo dos resultados, as imagens seguem os resultados.
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3.2 — Grooming rostral. A Figura 3 mostra os resultados referentes ao grooming rostral.
O estresse de contencéo teve efeito, segundo ANOVA (Fj141 = 4,94; p < 0,05), assim
como a interacdo estresse e tratamento, também segundo ANOVA ([F1,41] = 4,34; p <
0,05). Tais efeitos foram observados principalmente no grupo quercetina+contencao,
que teve aumento da duracdo do grooming rostral, guando comparado com 0 grupo
guercetina sem contengéo (Tuckey: p < 0,05).

60+

Grooming rostral (s)
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Fig. 3. Duracao de grooming rostral. Apés a administracdo do veiculo ou QUER (300
mg/kg), os animais foram mantidos em uma sala adjacente do laboratério ou submetidos
a contencao por 120 minutos, seguido do teste da caixa de acrilico, por 10 minutos. Os
resultados apresentam a média e o erro padrdo da média de cada grupo. *, p < 0,05
quando comparado com 0 grupo quercetina sem contencao.
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3.3 - QUER aumenta Grooming corporal. A Figura 4 mostra os resultados referentes ao
grooming corporal. O estresse de contengéo teve efeito, segundo ANOVA (Fj14y =
80,75; p < 0,001). ANOVA também mostrou efeito do tratamento (Fp1,41y = 23,11; p
<0,001), assim como da interacéo entre tratamento e estresse (Fj1,411= 19,55; p <0,001).
O estresse de contengcdo mostrou efeito no grupo veiculo+contencdo, aumentando a
duracédo do grooming corporal, quando comparado com o grupo veiculo sem contencao
(Tuckey: p <0,05). Também houve efeito do tratamento no grupo quercetina+contencao,
mostrando que a quercetina aumentou significativamente a duracdo do grooming
corporal neste grupo, quando comparado com o grupo veiculo+contencao (Tuckey: p
<0,001). Houve ainda efeito do estresse no grupo quercetina+contencdo, quando

comparado ao grupo quercetina sem contencao.

o

Grooming corporal (s)

Fig. 4. Duracdo de grooming corporal na caixa de acrilico. Apos a administracéo do
veiculo ou QUER (300 mg/kg), os animais foram mantidos em uma sala adjacente do
laborat6rio ou submetidos a contengéo por 120 minutos, seguido do teste da caixa de
acrilico por 10 minutos. Os resultados apresentam a média e o erro padrao da média de
cada grupo. *, p < 0,05 quando comparado com o grupo veiculo sem contencgéo; °, p <
0,05 quando comparado com o grupo quercetina sem contencéo; *, p < 0,05 quando
comparado com o grupo veiculo+contencéo.
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3.4 — QUER aumenta a duracgéo total de grooming. A Figura 5 mostra os resultados
referentes a duracdo total de grooming. A contencdo teve efeito, conforme observado
na ANOVA (F1,411 = 59,50; p <0,001). O mesmo teste também mostrou um efeito do
tratamento (F14y = 17,05; p <0,001), bem como um efeito da interacdo entre o
tratamento e o estresse (Fj41 = 18,55; p < 0,001). Esses efeitos podem ser observados
no grupo quercetina+contencdo, que mostrou um aumento na duracdo total do
grooming, quando comparado com o grupo veiculo+contencéo (Tuckey: p < 0,001) e

com o grupo quercetina sem contencéo (Tuckey: p < 0,001).

250+ =

200+

Grooming total (s)

Fig. 5. Duracgéo total de grooming na caixa de acrilico. Apés administragdo do veiculo
ou QUER (300 mg/kg), os animais foram mantidos em uma sala adjacente do laboratério
ou submetidos a contencéo, seguido do teste da caixa de acrilico. Os resultados
apresentam a média e o erro padrdo da média de cada grupo. *, p < 0,05 quando
comparado com o grupo quercetina sem contencéo; #, p < 0,05 quando comparado com
0 grupo veiculo+contencao.
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3.5 — Frequéncia de cadeias estereotipadas. A Figura 6 mostra os resultados referentes
as cadeias estereotipadas. O estresse de contencgéo teve efeito, segundo ANOVA (Fpz,41
= 23,91; p < 0,001). Tal efeito pode ser observado no grupo veiculo+contencado, que
teve uma diminuicdo na frequéncia das cadeias, quando comparado com 0 grupo
veiculo sem contencao (Tuckey: p < 0,05). O efeito também pode ser visto no grupo
quercetina+contencao, que teve uma diminuicdo na frequéncia das cadeias, quando

comparado com 0 grupo quercetina sem contengao (Tuckey: p <0,05).

=S
[]

Cadeias estereotipadas (#)

Fig. 6. Frequéncia de cadeias estereotipadas de grooming na caixa de acrilico. Apés
administracao do veiculo ou QUER (300 mg/kg), os animais foram mantidos em uma
sala adjacente do laboratério ou submetidos a contencéo, seguido do teste da caixa de
acrilico. Os resultados apresentam a média e o erro padrao da média de cada grupo. *,
p < 0,05 quando comparado com o grupo veiculo sem contencdo; # p < 0,05 quando
comparado com 0 grupo quercetina sem contencao.
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3.6 — Quercetina néo interfere no teste Marble Burying. Os resultados referentes ao teste
Marble burying podem ser vistos na Figura 7. Os ratos foram tratados com QUER (300
mg/kg, via oral) ou tween 20%, 120 minutos antes da contencdo. As variaveis

manipuladas nao afetaram essa medida.
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Fig. 7. QUER néo interfere no comportamento de enterramento no teste do Marble
Buriyng. ApOs a administragdo do veiculo ou QUER (300 mg/kg), os animais foram
mantidos em uma sala adjacente do laboratério ou submetidos a contencdo por 120
minutos, ao teste da caixa de acrilico por 10 minutos e ao teste Marble Burying por 30
minutos.
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3.7 — QUER aumenta o antioxidante FRAP. Os resultados referentes ao ensaio FRAP
podem ser vistos na Figura 8 Neste ensaio, a quantidade de ferro sequestrado foi
avaliada e a ANOVA mostrou efeito da interacdo entre tratamento e estresse (Fpi,27 =
9,14 ; p<0,01). De acordo com o teste post hoc de Tukey, isso pode ser atribuido ao
grupo veiculo+contencdo, que teve 0s niveis antioxidantes diminuidos, quando
comparados com o0s dos grupos veiculo sem contencdo (p < 0,01) e
quercetina+contencdo (p< 0,01). Assim, a0 se comparar esses grupos, pode-se
constatar que o estresse de contengdo aumentou o estresse oxidativo e o tratamento

com a quercetina reverteu esse efeito.

FRAP
(nmol EQUIVALENTE DE TROLOX/ mg de proteina)

Fig. 8. Ensaio FRAP. Ap6s administragdo do veiculo ou QUER (300 mg/kg), os animais
foram mantidos em uma sala adjacente do laboratério ou submetidos a contengéo por
120 minutos, seguidos do teste da caixa de acrilico, por 10 minutos e do teste Marble
Burying, por 30 minutos. Imediatamente apds os dois testes, uma amostra de sangue
foi retirada. Os resultados apresentam a média e o erro padrdao da média de cada grupo.
*, p < 0,05 quando comparado com o grupo veiculo sem contencgéo; # p < 0,05 quando
comparado como grupo veiculo+contengéo.
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3.8 — QUER aumenta o antioxidante ABTS. A Figura 9 mostra os resultados referentes
ao ensaio ABTS. Neste ensaio, a habilidade dos antioxidantes em sequestrar o anion
radical de longa vida ABTS foi avaliada e a ANOVA mostrou efeito do estresse (Fii,26) =
5,305; p< 0,05), do tratamento (F[126; = 4,644; p < 0,05) e interagdo entre droga e
estresse (Fp1,2¢) = 20,47; p < 0,01) De acordo com o teste post hoc de Tukey, isso pode
ser atribuido ao grupo veiculo+contencado, que teve os niveis antioxidantes diminuidos,
quando comparado com o0s grupos veiculo sem contencdo (p < 0,01) e
quercetina+contencdo (p < 0,05). Assim, ao se comparar esses grupos, pode-se
constatar que o estresse de contencdo aumentou o estresse oxidativo e o tratamento

com a quercetina reverteu esse efeito.

ABTS
(nmol EQUIVALENTE DE TROLOX/ mg de proteina)

Fig. 9. Ensaio ABTS. Ap6s administracao do veiculo ou QUER (300 mg/kg), os animais
foram mantidos em uma sala adjacente do laboratério ou submetidos a contengéo por
120 minutos, seguidos do teste da caixa de acrilico, por 10 minutos e do teste Marble
Burying, por 30 minutos. Imediatamente apds os dois testes, uma amostra de plasma
foi retirada. Os resultados apresentam a média e o erro padrdao da média de cada grupo.
*, p < 0,05 quando comparado com o grupo veiculo sem contencgéo; # p < 0,05 quando
comparado com o grupo veiculo+contengéo.
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3.9 — QUER diminui niveis de MDA. A Figura 10 mostra os resultados referentes ao
ensaio TBARS. Neste ensaio, a quantificacdo das substancias reativas ao acido
tiobarbitarico, entre elas 0 MDA, como subproduto da peroxidacéo lipidica, foi avaliada
e a ANOVA mostrou efeito do estresse (Fp2¢ = 7,552; p < 0,05) e interagéo entre droga
e estresse (F1,2) = 7,583; p < 0,05) . De acordo com o teste post hoc de Tukey, isso
pode ser atribuido ao grupo veiculo+contencdo, que teve 0s niveis pré oxidantes
aumentados, quando comparado com os grupos veiculo sem contencado (p < 0,01) e
quercetina+contencdo (p < 0,05). Assim, ao se comparar esses grupos, pode-se
constatar que o estresse de contencdo aumentou o estresse oxidativo e o tratamento

com a quercetina reverteu esse efeito.
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Fig. 10. Ensaio TBARS. Ap6s administracdo do veiculo ou QUER (300 mg/kg), os
animais foram mantidos em uma sala adjacente do laboratério ou submetidos a
contengdo por 120 minutos, seguidos do teste da caixa de acrilico, por 10 minutos e do
teste Marble Burying, por 30 minutos. Imediatamente apds os dois testes, uma amostra
de plasma foi retirada. Os resultados apresentam a média e o erro padrdo da média de
cada grupo. *, p < 0,05 quando comparado com o grupo veiculo sem contencéo; #, p <
0,05 quando comparado com o grupo veiculo+contencéo.
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4. Discusséao

Este trabalho teve como obijetivo investigar o efeito da quercetina sobre o
comportamento de grooming induzido por um estressor e as alteracdes de estresse
oxidativo em nivel sistémico. O grooming é um comportamento que pode ser alterado
pelo estresse (Kalueff et al., 2016). A contencao é reconhecida como um procedimento
estressante para ratos (Buynitsky & Mostofsky, 2009) e, confirmando essa afirmacao,
em nosso estudo o grooming mostrou-se sensivel a essa experiéncia estressante.
Houve efeito tanto do farmaco quanto do estresse no grooming corporal, tendo esse
componente sido aumentado nos animais submetidos a ambas as variaveis, quando
comparados com os submetidos ao tratamento, mas n&o a contengdo. Houve ainda
efeito significante do estresse e da interacéo estresse e droga no grooming rostral, na
duracao total houve efeito tanto do estresse, quanto do tratamento, bem como interacao
entre os dois fatores. Ja em relagdo ao estresse oxidativo, o estresse de contencdo
induziu o estresse oxidativo, possivelmente por meio de um processo neuroinflamatério
e a quercetina, por meio de sua acao antioxidante, reverteu esse efeito.

O grooming ndo é um modelo de um transtorno especifico, mas sim um modelo
de estereotipia e compulsdo, pois apresenta padrbes repetitivos e estereotipados
(Estanislau et al., 2019), o que o torna uma boa ferramenta para estudo translacional de
comportamentos compulsivos (Kalueff et al., 2016). Além disso, € sabido que situacdes
estressoras exacerbam o comportamento estereotipado (Kalueff et al., 2016) e que o
grooming pode ser considerado resposta de enfrentamento a essas situacdes. Essa
resposta esta envolvida na diminuicdo da excitacdo (dearousal) decorrente de uma
situacao de estresse (Estanislau et al., 2019, Estanislau et al., 2013; Spruijt et al., 1992),
uma vez que o grooming ocorre apés um periodo de excitacdo. A desexcitacdo € um
processo que decorre do término ou habituacdo a uma situacdo estressante (Spruijt et
al., 1992), que no caso do presente trabalho, foi a contencdo. Em humanos, a
compulsédo se apresenta como forma de cessar a obsessao e € seguida por uma
sensacdao de alivio da ansiedade provocada por estresse (APA, 2013). O componente
corporal do grooming é uma medida sensivel da resposta de coping a estressores
ambientais (Veloso et al., 2016). Os autores defendem essa ideia, baseando-se em seus
resultados nos testes de labirinto de cruz elevado e marble burying, que sao testes cujos
contextos permitem que o animal se engaje em alguma estratégia de coping
comportamental (Veloso et al.,, 2016). No presente trabalho, isso pode ser visto no
componente corporal, uma vez que o estresse mostrou efeito nesse componente. Pode-
se sugerir que esse comportamento esta envolvido na volta ao estado basal. Houve

aumento desse comportamento nos grupos submetidos a contencdo e tratamento.
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Como o estresse no presente estudo foi manipulado experimentalmente, a diferenca
entre 0s grupos estressados pode ser atribuida ao tratamento com a quercetina.

O grooming ocorre imediatamente apds um estresse agudo (Estanislau et al.,
2019), por isso, se supBe uma relacdo com o dearousal, ou seja, que esse
comportamento esta envolvido em processos que fazem com que o animal volte para
um estado basal de atividade. No componente corporal, houve efeito do farmaco, do
estresse e da interacdo entre os dois fatores. Dessa forma, seria plausivel afirmar que
a droga potencializou o grooming corporal e, tendo em vista esse resultado, seria
possivel supor ainda que a quercetina possui um possivel efeito ansiolitico, uma vez
que exacerba um comportamento presente quando o animal volta para o seu estado
basal de atividade. Embora o presente trabalho ndo tenha realizado testes de
ansiedade, inferir isso se torna possivel devido a aludida relagdo entre grooming
corporal e o processo de habituacao. A caixa de acrilico € um contexto de novidade e o
grooming corporal (que esta relacionado ao dearousal) tem sua duragdo aumentada em
ambientes novos. Dessa forma, faz sentido os animais terem gasto mais tempo nesse
componente, que também teve efeito do estresse e da interacé@o entre os dois fatores.

O contexto da caixa de acrilico € um contexto de novidade para todos os animais
(o que faz com que o animal se engaje em uma resposta de enfrentamento a essa
situagéo estressora), no entanto, ndo existiu apenas o estresse da novidade, pois antes
deste teste, os animais foram submetidos a contencdo, que entende-se ser um
procedimento extremamente estressante para 0s animais. No componente corporal, 0s
animais submetidos apenas a contencéo, fizeram mais grooming do que 0s animais que
nao foram submetidos ao protocolo de estresse. No entanto, os animais que foram
submetidos tanto ao estresse quanto ao tratamento com a droga, gastaram um tempo
significativamente maior nesse componente do que 0s outros grupos. Isso também
refor¢a a ideia de que a quercetina potencializou o grooming corporal, 0 que relaciona
essa droga ao processo de desexcitagdo e, por consequéncia, a um potencial
ansiolitico.

As células da glia, que estdo ativadas no processo de neuroinflamacéo,
aumentam a producao de TNFa e IL-1 via NFkB, dessa forma, € possivel inferir que a
contencao aumenta a producao de citocinas pelas células da glia e aumenta a producéo
de estresse oxidativo, o que culmina no processo de neuroinflamacdo (Refolo e
Stefanova, 2019; Shih et al., 2015). Assim, com 0 aumento da atividade antioxidante via
Nrf2, ha um bloqueio da atividade inflamatdria pela diminuicdo da transcricdo génica de
citocinas inflamatorias e pelo aumento das defesas antioxidantes. Dessa forma, no
presente estudo, a quercetina diminuiu o processo inflamatério induzido pelo estresse,

0 que nos faz supor que foi em decorréncia do aumento da atividade antioxidante,
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também relacionada a atividade anti-inflamatoria, sendo possivel inferir que ocorre a
inibicdo dessas vias.

O estresse de contencado causa danos oxidativos ao organismo, além de induzir
neuroinflamacéo (Buynitsky and Mostofsky, 2009; Munhoz et al., 2008). No presente
trabalho, o plasma dos animais foi analisado e os animais tratados com quercetina
mostraram alteracdo no ABTS, FRAP e TBARS. Tanto no ensaio ABTS, quanto no
FRAP, o estresse de contencdo aumentou o estresse oxidativo e o tratamento com
guercetina (300 mg/kg) reverteu esse efeito. Ja no ensaio TBARS, houve uma
diminuicdo do MDA, que é um subproduto da peroxidacéao lipidica, ou seja, o estresse
de contencdo causou a peroxidacao lipidica e o tratamento com quercetina reverteu
esse efeito.

O estresse pode desencadear uma cascata inflamatéria, elevando
concentracdes plasmaticas e cerebrais de citocinas pré-inflamatérias, como TNFa, IFN,
IL-1B, IL-6 (Sevastre-Berghian et al., 2018). Essas citocinas podem desencadear a
ativacao do eixo HPA e do Sistema Nervoso Simpatico, resultando numa liberacéo de
cortisol/corticosterona. Foi administrado o extrato de Hypericum maculatum e
Hypericum perforatum por 21 dias em um modelo animal de ansiedade, induzido pela
droga ansiogénica FG 7142, tendo a quercetina como controle positivo. Dessa forma, a
injecdo de FG 7142 foi acompanhada do aumento das citocinas IL-a e IL-18 e a
quercertina reverteu tal aumento (Sevastre-Berghian et al., 2018). E possivel que tal
reversao tenha se dado por seu efeito anti-inflamatério, o0 que sugere que essas
citocinas podem estar envolvidas na ansiedade. No presente estudo, nem as citocinas
e nem a corticosterona foram avaliados, no entanto, por meio dos ensaios ABTS, FRAP
e TBARS, podemos comparar esses resultados aos obtidos no estudo citado, uma vez
gue a quercetina reverteu o estresse oxidativo causado pelo estresse e o0 possivel
processo inflamatério, também induzido pelo estresse.

O estresse de contengédo induz o processo de neuroinflamacgéo (Munhoz et al.,
2008). Este processo também esta presente em transtornos relacionados a estereotipia,
como Tourette e TOC (Mercadante et al., 2004). Apds quatro horas de exposicdo ao
estresse de imobilizagdo, o NFkB, que é uma importante via de transcrigdo no processo
inflamatorio, é ativado (Madrigal et al., 2003). Também ha demonstrac6es de que apés
uma hora de estresse de imobilizacao, os niveis de TNF-a estdo aumentados no tecido
cerebral de ratos (Lorenzo et al.,, 2002). No presente estudo, os animais foram
submetidos a contencdo por 120 minutos, tempo que é suficiente para inducdo do
estresse oxidativo e do possivel processo neuroinflamatario.

Em um experimento com ratos machos, no qual os animais receberam 50mg/Kg

de quercetina e 30 min depois passaram por estresse de contencao e imersao na agua
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(water immersion restraint — WIR) durante 3 horas, foi demonstrado que administracéo
oral da quercetina atenua a ativacdo do eixo HPA em resposta ao estresse agudo. O
estudo mostrou que houve um aumento nos niveis plasmaticos dos hormonios
corticosterona e adrenocorticotropico induzido pelo WIR e que a quercetina suprimiu
essa liberacdo, demonstrando um potencial importante da quercetina na prevencao e
tratamento de doencas relacionadas ao estresse (Kawabata et al., 2010). O presente
estudo ndo fez avaliacbes hormonais, no entanto, os resultados obtidos parecem ser
coerentes com o estudo de Kawabata et al (2010), uma vez que a quercetina aumentou
0 grooming corporal nos animais submetidos a contenc¢do, demonstrando uma relacao
com o estresse. Nesse sentido, o fato de que animais tratados com quercetina e
estressados gastaram mais tempo no componente corporal (que é realizado pelo animal
enquanto este volta para seu estado basal de atividade) do que os outros grupos nos
sugere que a quercetina possa de alguma forma ser utilizada em doencas relacionadas
ao estresse. Conforme o artigo citado, os mecanismos de acdo da quercetina ainda sdo
pouco conhecidos, dessa forma, estudos futuros seréo necessarios para investigar as
relagbes aqui aludidas. A relacdo entre a quercetina e o estresse ainda ndo esté clara.
Sendo assim, estudos objetivando elucidar essa relacdo, também sdo importantes.

O presente estudo avaliou ainda o teste Marble Burying. Nesse teste ndo houve
efeitos significantes. Esse teste, segundo Thomas et al. (2009), reflete um
comportamento repetitivo e perseverante de uma forma melhor do que reflete
comportamentos tipo-ansiosos, ao contrario do grooming, que, além de estar ligado a
perseveracao, pode estar relacionado a ansiedade (Estanislau et al., 2019). No presente
estudo, o grooming apresentou alteragfes, ao contrario do Marble Burying. Isso pode
também ter ocorrido pelo fato da analise das medidas de grooming (no teste da caixa
de acrilico) ter ocorrido imediatamente apds o fim da contencéo, diferentemente do teste
Marble Burying, que foi o segundo teste a que os animais foram submetidos. Ha
pesquisas que mostram o efeito do estresse nesse teste mesmo havendo um intervalo
de até 40 minutos entre a inducdo do estresse e o teste (Domingues et al., 2019; Sousa
et al., 2018), no entanto, isso ndo pode ser visto no presente estudo. Nos dois estudos
citados, os animais ficaram quatro horas na contencéo, enquanto no presente estudo,
0s animais ficaram na contencao por duas horas. Essa diferenca no tempo de inducéo
do estresse pode ser a justificativa pra auséncia de resultados nesse teste no presente
estudo.

5 Concluséo

Os animais que foram estressados tenderam a fazer mais grooming, sendo que

0S animais tratados com a quercetina apresentaram uma duragdo de grooming ainda

maior. O grooming, estando relacionado com o processo de desexcitacdo, podemos
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sugerir que o farmaco intensifica esse processo. Dessa forma, o presente estudo
demonstrou que a quercetina potencializou o grooming corporal, que esta relacionado
tanto com uma resposta de enfrentamento ao estresse, quanto com um periodo de
desexcitacdo, o que sugere que essa droga poderia ser Util em doencas relacionadas
ao estresse.

Conforme pode ser observado, o estresse de contencdo causou estresse
oxidativo e induziu um processo neuroinflamatério e o tratamento com quercetina
reverteu esse processo mostrando seu efeito antioxidante e anti-inflamatério. No
entanto, tanto a relacdo entre quercetina e grooming, quanto sua relacao com o modelo
de estresse de contencdo, ainda ndo esta estabelecida, mostrando a necessidade de
pesquisas que possam fazer essas elucidacdes, tais como avaliagdo de citocinas que
poderiam estar aumentadas. O presente estudo indica que a quercetina possui efeitos
no SNC em situagOes estressoras. Estudos que possam explicar como o efeito
antioxidante da quercetina modula o grooming sao necessarios. A relacdo dela com a
ansiedade também precisa ser melhor investigada, para que seus mecanismos de agao
na ansiedade possam ser melhor compreendidos. Esses estudos sdo importantes, uma
vez que compostos naturais tendem a apresentar menos efeitos colaterais e apresentam
um potencial abusivo menor e, dessa forma, elucidar a relacdo da quercetina com a

ansiedade pode ser benéfico de vérias formas.
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5 CONCLUSAO

Os animais que foram estressados tenderam a fazer mais grooming, sendo que
0s animais tratados com a quercetina apresentaram uma duracao de grooming ainda
maior. O grooming, estando relacionado com o processo de desexcitacdo, podemos
sugerir que o farmaco intensifica esse processo. Dessa forma, o presente estudo
demonstrou que a quercetina potencializou o grooming corporal, que esta relacionado
tanto com uma resposta de enfrentamento ao estresse, quanto com um periodo de
desexcitacdo, o que sugere que essa droga poderia ser Util em doencas relacionadas
ao estresse.
Conforme pode ser observado, o estresse de contengdo causou estresse oxidativo e
induziu um processo neuroinflamatério e o tratamento com quercetina reverteu esse
processo mostrando seu efeito antioxidante e anti-inflamatério. No entanto, tanto a
relacdo entre quercetina e o grooming, quanto sua relacdo com o modelo de estresse
de contencéo, ainda ndo esta estabelecida, mostrando a necessidade de pesquisas que
possam fazer essas elucidacdes, tais como avaliacdo de citocinas que poderiam estar
aumentadas. O presente estudo indica que a quercetina possui efeitos no SNC em
situagcOes estressoras. Estudos que possam explicar como o efeito antioxidante da
quercetina modula o grooming sao necessarios. A relacdo dela com a ansiedade
também precisa ser melhor investigada, para que seus mecanismos de acdo na
ansiedade possam ser melhor compreendidos. Esses estudos sdo importantes, uma vez
que compostos naturais tendem a apresentar menos efeitos colaterais e apresentam um
potencial abusivo menor e, dessa forma, elucidar a relacdo da quercetina com a

ansiedade pode ser benéfico de varias formas
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