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RESUMO

7

O estresse € uma resposta do organismo a estimulos que podem representar
circunstancias ameacadoras. Em contrapartida, o treinamento fisico e a ingestédo de
antioxidantes como a quercetina promovem beneficios a saude, inclusive pela
reducdo dos niveis de estresse. Entretanto, a eficdcia dessas estratégias em
aperfeicoar especificamente a eletrofisiologia do cérebro precisa ser melhor
entendida. O objetivo deste trabalho foi avaliar em ratos, submetidos a estresse por
contencdo, os efeitos do treinamento aerdbio de intensidade moderada e da
suplementacdo com quercetina sobre a atividade elétrica cerebral. Ratos machos, da
linhagem Wistar, formaram os seguintes grupos: Controle (GC; n = 12), Contengao
(C; n=15), Contengéao + Treinamento moderado (C+TM; n = 12), Contencéo + 8 dias
de Quercetina (C+8Q; n= 11), Contencao + 15 dias de Quercetina (C+15Q; n = 11).
Uma dose diaria de quercetina (150 mg/kg/dia, v.0.) foi administrada no periodo
descrito acima. O exercicio moderado foi realizado em esteira motorizada (Insight EP-
131) por trés semanas, sendo 5 sessdes semanais (uma sesséo por dia), com duragao
de 30 minutos. A excitabilidade cerebral foi medida através da depressao alastrante
cortical (DAC), que foi provocada no cortex cerebral, aplicando-se o estimulo (solucéo
de KCIl a 2%), durante um minuto. A variagao lenta de voltagem que acompanha a
DAC foi registrada e gravada por quatro horas, utilizando-se um sistema digital (EMG
systems). O estresse por contencdo reduziu a velocidade de propagacédo da DAC
(2,38 £ 0,29 mm/min) em comparacdo com 0 grupo controle (3,58 + 0,4 mm/min).
Porém, o treinamento em esteira (2,95 + 0,28 mm/min), e a suplementacdo com
guercetina durante 15 dias (3,13 + 0,55 mm/min) aumentaram significativamente a
velocidade de propagacdo da DAC nos animais estressados. Nossos achados
sugerem que a quercetina e o treinamento fisico restabelecem os padrbes da

atividade elétrica cerebral em ratos que sofreram estresse por contengao.

Palavras-chaves: estresse fisioldgico; exercicio fisico; quercetina; depressao

alastrante da atividade elétrica cortical.



ABSTRACT

Stress is the body's response to stimuli that can represent threatening circumstances.
On the other hand, physical training, and the intake of antioxidants such as quercetin
promote health benefits, including the reduction of stress levels. However, the
effectiveness of these strategies in improving brain electrophysiological activity needs
to be further investigated. The objective of this work was to evaluate in rats submitted
to stress by restraint, the effects of moderate-intensity aerobic training and quercetin
supplementation on brain electrical activity. Male Wistar rats formed the following
groups: Control (CG; n = 12), Restraint (R; n= 15), Restraint + moderate training
(R+MT; n = 12), Restraint + 8 days of Quercetin (R+8Q; n=11), Restraint + 15 days of
Quercetin (R+15Q; n=11). A daily dose of quercetin (150 mg/kg/day, by gavage) was
administered for the period described above. Moderate exercise was performed on a
motorized treadmill (Insight EP-131) for three weeks, with 5 weekly sessions (one
session per day), lasting 30 minutes. Cerebral excitability was measured through
cortical spreading depression, which was provoked in the region of the cerebral cortex
by applying the stimulus (2% KCI solution) for one minute. The slow voltage variation
that accompanies the CSD was recorded and recorded using a digital system (EMG
systems) for four hours. Restraint stress reduced the velocities of CSD propagation
(2.38+£0.29 mm/min) compared to the control group (3.58+0.4 mm/min). However,
treadmill training (2.95 + 0.28 mm/min), and quercetin supplementation for 15 days
(3.13 £ 0.55 mm/min) significantly increased the velocities of propagation of CSD in
stressed animals. Our findings showed that quercetin and physical training have a
protective effect on the electrical brain activity of rats that suffered stress by restraint.

Keywords: stress, physiological; exercise; quercetin; cortical spreading depression.
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1 INTRODUCAO

O estresse pode ser definido como uma resposta do corpo a condi¢gbes adversas
gue o organismo enfrenta. Dependendo da sua intensidade e duracéo, o estresse
pode causar efeitos deletérios a saude e consequentemente prejudicar a qualidade
de vida (SADIR, BIGNOTTO & LIPP, 2010). A medida que o corpo enfrenta a condi¢&o
de estresse, consequentemente aciona alguns sistemas no organismo como O
sistema nervoso (SN) (DRAGOS & TANASESCU, 2010).

Uma das alternativas para reduzir os efeitos deletérios a saude, ocasionados
pelo estresse, é a realizacdo de treinamento fisico (TF) (FERRO et al., 2019; WU et
al., 2020). O TF melhora a qualidade de vida por promover beneficios na qualidade
do sono, aumentar a autoestima e a sensacao de bem-estar, prevenir doencas
cronicas, manter a integridade do cérebro, e, consequentemente, melhorar as fun¢des
cognitivas, promovendo a neurogénese, aumentando a disponibilidade de oxigénio no
cérebro, e reduzindo a excitabilidade cerebral (MELLO, 2005; MONTEIRO et al.,2011;
MEREGE FILHO et al., 2014).

Aléem do TF, existem outras estratégias que podem beneficiar a saude na
condicao de estresse, como 0 uso de antioxidantes exdégenos, como a quercetina.
Este flavonoide polifendlico possui um alto poder antioxidante e anti-inflamatério e é
encontrado amplamente na dieta em diversas fontes vegetais como frutas citricas,
cebola, alface, brocolis, tomate. Em paises asiaticos como a china, esse composto
bioativo é bastante utilizado na medicina tradicional devido a sua potente acdo em
inflamagdes e no estresse oxidativo (HARWOOD et al.,2007; COSTA et al.,2016; Xu
et al., 2019; National Center for Biotechnology Information, 2020l).

Dessa forma, a respeito da acdo da quercetina no organismo, ela pode atuar na
prevencédo de varias doencas como doenca cardiovascular, diabetes, osteoporose e
varios tipos de canceres (DAVIS et al., 2003; HARWOOD et al.,2007; DAVIS et al.,
2009; LI et al., 2016; Xu et al., 2019). Especificamente no sistema nervoso, possuli
efeitos neuroprotetores e psicoestimulantes, podendo também estimular o processo
de autofagia para remover organelas danificadas que tendem a se acumular em
neurénios (COSTA et al.,2016; LI et al., 2016; Xu et al., 2019). Antioxidantes podem

minimizar os efeitos adversos de doencas neurodegenerativas como a epilepsia.
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Assim, a quercetina poderia atenuar esses danos por suas propriedades antioxidantes
e anti-inflamatérias (DAVIS et al., 2009).

Portanto, o estresse, o treinamento fisico e a ingestdo de compostos antioxidantes
sdo condicbes que podem afetar a atividade elétrica cerebral. Nesse trabalho,
utilizamos o método da depressao alastrante cortical (DAC) para avaliar a atividade
elétrica cerebral no cértex de animais estressados, por ser um método amplamente
utilizado pela sua eficacia e reprodutibilidade. A DAC foi descrita inicialmente, na
década de 40, pelo pesquisador Doutor Aristides Azevedo Pacheco Ledo, que
observou uma depresséao profunda e provisoria da atividade elétrica do tecido cortical
apos estimulos locais, que de forma inicial, acontecida no local estimulado, mas que
se propagava como uma onda em vérias direcbes (LEAO, 1944; LEAO, 1947;
MARANHAO-FILHO, 1996).

A onda que acompanha a DAC, apresenta uma velocidade em cerca de 3 mm/min
e depende muito das condi¢des do tecido cortical para se propagar. Para o surgimento
da onda, o que ocorre tanto nos neurénios, como nas células da glia, € um processo
fisiolégico conhecido como despolarizacdo. A despolarizagdo, acontece devido ao
aumento da permeabilidade das membranas celulares ao fluxo de ions, promovendo
a saida de K* e entrada de Ca?*, Cl, Na* e 4gua. A entrada de agua no meio
intracelular, ocasiona a reducdo do espaco extracelular (LEAO, 1944; LEAO, 1947;
MARANHAO-FILHO, 1996).

No que diz respeito ao potencial elétrico extracelular do cortex, varia quanto a sua
amplitude, cerca de 10-30 mV e duracdo 0,5-1 minuto. Essas variagbes sé&o
consideradas maiores quando comparadas as variagcdes de eletrocorticogramas
tradicionais. ApoOs 0 processo de despolarizagcéo, ocorre o periodo refratario absoluto
de 1-2 minutos, restaurando o eletrocorticograma (LEAO, 1944; LEAO, 1947;
MARANHAO-FILHO, 1996). E valido destacar que existe uma associacéo entre a DAC
e algumas patologias como isquemia cerebral, epilepsia e migranea com aura, e até
0 presente momento, esse € o primeiro trabalho que avalia o estresse e alternativas
gue minimizem os efeitos deletérios na atividade eletrofisiolégica pelo método da
DAC.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 ESTRESSE

O estresse é uma condicdo biolégica que pode ser definida como uma resposta
do corpo diante de fatores internos ou externos que 0 organismo precisa lidar. As
reacdes do corpo ao estresse, ou até mesmo a sua duracdo, promovem alteracdes
biolégicas na homeostase, no sistema imunolégico, no sistema enddocrino e no
sistema nervoso (SN) (DRAGOS & TANASESCU, 2010; YARIBEYGI et al.,2017). De
maneira geral, o cérebro responde & ameaca do agente estressor através de uma
resposta enddcrina, que é ativada pelo sistema nervoso simpdtico, e que tem como
finalidade a liberacdo de glicocorticoides (ANDERSON et al.,2019).

Essa resposta enddcrina, € iniciada com o eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal, que
ativa a liberagcdo do hormoénio liberador de corticotrofina e da vasopressina, pelo
hipotdlamo, através de influéncias que podem ser nervosas, neuroendocrinas e
comportamentais. O horménio liberador de corticotrofina e a vasopressina, por sua
vez, estimulam a secrecdo do hormdnio adrenocorticotropico pela pituitaria, que por
fim ativa a secrecao de glicocorticoides pelo cortex adrenal. O principal glicocorticoide
gue aumenta na condi¢cdo de estresse em humanos € o cortisol, e em roedores é a
corticosterona. Esses hormonios através do sangue podem atingir todos os 6rgaos, e
conseguentemente ultrapassar a barreira hematoencefalica e atingir o SN (DRAGOS
& TANASESCU, 2010; ANDERSON et al.,2019).

O estresse, por sua vez, pode ser classificado em fisico, psicolégico, agudo ou
cronico. No que diz respeito ao estresse fisico, este ocorre a medida que o agente
estressor afeta diretamente o organismo, que pode ser através de infeccbes e
exercicios fisicos excessivos. O estresse psicolégico ocorre através da ativacao do
sistema nervoso central por meios cognitivos, como enfrentar a perda de um familiar,
jornadas intensas de trabalho, ansiedade e depressdo (DRAGOS & TANASESCU,
2010; SADIR et al., 2010).

Na pesquisa experimental, existem alguns modelos, que permitem provocar o
estresse de forma fisica, psicoldgica ou a juncdo de ambas. Assim, 0 agente estressor
pode ser a contencédo, que tem como finalidade restringir os movimentos dos animais,
gue reflete em um estresse psicologico, porém apresentando caracteristicas fisicas

como uma leve hipoxia e aumento da temperatura corporal (NAIR et al.,2021; KUTI et
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al., 2022). A contencédo pode ser do tipo prolongada, realizada a noite, horario ativo
dos roedores, resultando em um estresse psicolégico prolongado, com duracéo de 12
ou 15 horas. A contencdo também pode ser, do tipo repetida, no qual ocorre a
contencdo diaria no mesmo horario (por exemplo, 09:00- 10:00) durante 21 dias,
promovendo a reducao gradual da atividade neural e a liberagdo de glicocorticoides
(DING et al.,2021; NAIR et al.,2021; KUTI et al., 2022).

Além do estresse por contencao, existe o estresse variavel crénico, que minimiza
a habituacéo aos protocolos descritos anteriormente, por aplicar agentes estressores
diferentes e de forma inesperada, 0os animais sdo submetidos a agentes estressores
diurnos e noturnos durante 21 dias. Os estressores diurnos séo realizados de forma
breve e randomizados para serem realizados entre 08:00 e 18:00, pode ser feito
através do nado forcado, exposicdo ao frio, contencdo, agitacdo da gaiola. Ja os
estressores noturnos, também sdo randomizados, porém realizados entre 17:00 e
19:00 horas e encerrados entre 08:00 e 10:00 horas do dia seguinte, pode ser feito
através da maravalha molhada, inclinacdo da gaiola entre 30° a 45 ° graus, luzes
acessas a noite, privacdo de agua e comida (DING et al.,2021; YAMAUCHI et al.,
2022).

Diante desses agentes estressores que podem ser fisicos ou psicolégicos, o
organismo pode reagir de forma aguda ou cronica. A resposta fisiologica ao estresse
agudo acontece de forma mais intensa, porém de curta duragcdo, em geral, ela
promove resisténcia a processos infecciosos, sendo, consequentemente, benéfica ao
corpo. J4 a reacao crénica se caracteriza por ser persistente e pode ocasionar efeitos
deletérios a satde (DRAGOS & TANASESCU, 2010; SADIR et al., 2010).

A principio, quando o organismo precisa lidar com uma situacéo estressante, por
uma funcdo adaptativa na evolucdo, um dos sistemas que atuam para combater o
agente estressor, € o sistema nervoso. Mas vale ressaltar que o estresse persistente,
acaba trazendo danos a muitas funcbes cerebrais. A década de 60 portanto, foi
marcada pela hipotese de que as fungdes cerebrais podem ser modificadas sob a
condicao de estresse (MCEWEN et al., 1968; DE KLOET et al., 1999). Diante dessa
descoberta, foi possivel identificar que o hipocampo e outras regibes cerebrais
possuem afinidade com os glicocorticoides liberados em resposta ao estresse. Essa

afinidade € possivel através dos receptores corticotrépicos, que sdo 0s
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glicocorticosterdides e mineralocorticoides presentes em algumas regides do sistema
nervoso (MCEWEN et al., 1968; DE KLOET et al., 1999; YARIBEYGI et al.,2017).

No que diz respeito as interferéncias do estresse no SN, elas podem ocorrer
atraveés do estresse oxidativo, o qual esta associado ao estresse crénico. Sabe-se que
0 cérebro é rico em lipidios, consome muita energia e ndo possui uma boa capacidade
antioxidante, sendo, portanto, vulneravel a danos oxidativos (HULBERT et al., 2007,
SALIM, 2017). O estresse oxidativo consiste em um excesso na producédo de radicais
livres e uma falta de resposta do sistema antioxidante para neutralizacéo,
comprometendo, portanto, a bioquimica do cérebro. E importante destacar que, em
doses baixas ou até mesmo moderadas, os radicais livres sdo considerados
indispensaveis para a fungdo neuronal e para o seu desenvolvimento (HULBERT et
al., 2007; SALIM, 2017).

Essa interferéncia pelo estresse oxidativo € proveniente de uma vasta oxidacao
proteica e da peroxidacao de lipidios, ocasionando a degeneracéo celular e a reducao
da atividade funcional. Além disso, sabe-se que 0 estresse oxidativo € caracterizado
como um fendbmeno de autopropagacdo, que consiste na capacidade das
macromoléculas prejudicadas pelo excesso de radicais serem capazes de agir ou se
transformar em radicais livres (HULBERT et al., 2007; SALIM, 2017). O estresse
oxidativo € uma condi¢céo que precisa ser considerada nos processos patolégicos de
doencas neurodegenerativas, ele expde o cérebro a agdo de substancias quimicas de
alta toxidade (neurotéxicos), que dificultam o funcionamento adequado do sistema
nervoso (HULBERT et al., 2007; COSTA et al.,2016; SALIM, 2017).

Dentre as alteracbes que acontecem no sistema nervoso, 0 estresse pode
proporcionar mudancas no funcionamento dos sistemas de neurotransmissores, Como
0 aumento na liberacéo do glutamato. Esse aumento na liberacdo do glutamato, pode
ser desencadeado pelo aumento dos niveis de glicocorticoides, que proporcionam o
aumento de célcio (Ca?*) intracelular. O aumento de Ca?* intracelular, ativa algumas
vias de sinalizacdo importantes como o aumento na liberacdo de glutamato, de
radicais livres e da sintese e liberacao de citocinas (BALI et al.,2013; NOVAKOVA et
al.,2013). O influxo de Ca?* para o meio intracelular e o consequente aumento na
liberacdo de glutamato, sdo fundamentais para a deflagracéo e propagacgéao da DAC
(LEAO, 1944:; LEAO, 1947;: MARANHAO-FILHO, 1996).
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Outras alteracBes sdo possiveis através da interagdo do estresse com doengas
gue afetam o SN, como a epilepsia. A epilepsia, por sua vez, pode ter 0 estresse como
um gatilho para as crises epilépticas, além disso, lidar com essa doenca crbnica, pode
desencadear o estresse. Através de pesquisas com animais, sabe-se que a exposi¢cao
a agentes estressores na fase inicial da vida, repercute para o desenvolvimento da
epilepsia na fase adulta e uma maior predisposicdo as crises convulsionantes que
apresentam variacoes eletrofisiolégicas e até na propria estrutura cerebral (KOE et
al.,2009; PONNUSAMY et al., 2012, NOVAKOVA et al.,2013).

Outras alteracdes sdo possiveis de ocorrer em alguns processos como nos
mecanismos de plasticidade do cérebro, na neurogénese, na proliferacdo celular, nas
sinalizacdes sinapticas. Esses processos sdo fundamentais para garantir que o
sistema nervoso mantenha sua estrutura e funcionabilidade ao longo da vida
(HULBERT et al.,, 2007; SALIM, 2017). Dessa forma, sabe-se que existe uma
associacao da DAC e algumas patologias como a migranea e a epilepsia, no entanto,

€ necessario explorar os mecanismos de atuagao do estresse na excitabilidade neural.
2.2 ESTRESSE E TREINAMENTO FISICO

O TF pode ser definido como uma movimentagao corporal feita com regularidade,
de forma idealizada e estruturada e que tenha como finalidade o aperfeicoamento da
aptidao fisica. Diferente do TF, a atividade fisica consiste em qualquer mobilidade
corporal que promove a contracdo muscular e consequentemente produz um saldo
energético, como uma rotina de servicos domeésticos, subir e descer escadas,

caminhar de um determinado lugar para o outro (SANTA-CLARA et al., 2015).

A execucao do TF portanto considera, pelo menos, duas variaveis principais, a
intensidade (carga de exercicio) e o volume (quantidade de trabalho realizado em
cada treino). Esses dois fatores sdo essenciais nas adaptacfes morfolégicas e
funcionais do corpo, que podem ocorrer de forma aguda ou crénica, como também
podem variar de acordo com o programa de treinamento (KURA & FILHO, 2011,
EGAN & ZIERATH, 2013; JOYNER M.J & DEMPSEY, 2018; CATANHO, 2019).

Dessa forma, h& o treinamento de for¢ca ou poténcia, que promove aumento da
forca e da poténcia da musculatura; bem como, hipertrofia muscular. A execucédo
desse tipo de treinamento ocorre por um curto periodo e contra uma carga alta. O

treinamento de forca pode ser realizado através do supino, em que o corpo fica na
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posi¢cdo supina ou decubito dorsal, para o levantamento de barra. Também pode ser
realizado através do levantamento de peso olimpico (arranco: o levantamento da barra
acima da cabeca ocorre em um Unico movimento, sem apoia-la no corpo; arremesso:
a barra é erguida acima dos ombros e pode ser apoiada na regido peitoral, utilizando
a forca dos bracos e pernas para levantar o peso acima da cabeca) (TIDBALL, 2005;
MACINNIS & GIBALA, 2017; HUGHES et al.,2018; CATANHO, 2019).

O treinamento também pode ser intervalado, que combina o intervalo de
exercicios intensos com periodos de recuperacdo. Esse método € dividido em
treinamento intervalado de alta intensidade (HIIT), em que os esfor¢os realizados
correspondem de 85-95% da frequéncia cardiaca maxima, e treinamento intervalado
de sprint (SIT) em que os esforgos executados sdo em intensidade iguais ou até
maiores do que o ritmo que promove o0 Vo2pico. O Vo2pico, consiste ha maior taxa de
consumo de oxigénio durante o exercicio maximo ou até mesmo exaustivo (TIDBALL,
2005; MACINNIS & GIBALA, 2017; HUGHES et al.,2018; CATANHO, 2019).

Outra forma de TF pode ser o treinamento de endurance ou aerébio, que consiste
na capacidade fisica de tolerar a fadiga diante de um grande esforgo. Esse tipo de
treinamento é executado por um periodo extenso, mas contra uma carga considerada
relativamente baixa. Ele promove melhora no metabolismo energético aerdébio,
aumentando o débito cardiaco e o consumo maximo de oxigénio, exemplos desse tipo
de treinamento sao natagéo, corrida, ciclismo (EGAN & ZIERATH, 2013; MACINNIS
& GIBALA, 2017; HUGHES et al.,2018; CATANHO, 2019).

O treinamento aerdbio de alta intensidade beneficia o metabolismo, através da
estimulacdo de vias intracelulares de sinalizacdo que podem promover a
angiogénese, a biogénese mitocondrial, aumento da densidade capilar, € 0 aumento
na expressao e atividade de enzimas oxidativas (EGAN & ZIERATH, 2013; MACINNIS
& GIBALA, 2017; HUGHES et al.,2018; CATANHO, 2019). Adicionalmente, protocolos
de treinamento aerdbio com um maior volume de trabalho, mas realizado em
intensidades leves ou moderadas, podem proporcionar melhora na sensibilidade a
insulina, reducéo de riscos cardiovasculares e perda de peso em individuos obesos
(EGAN & ZIERATH, 2013; MACINNIS & GIBALA, 2017; CATANHO, 2019).

Na pesquisa experimental, muitos beneficios também s&o descritos com

protocolos de treinamento intervalado e treinamento aerébio, como a prevencao da
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perda de massa muscular esquelética relacionada ao acidente vascular cerebral (LUO
et al.,2021). O treinamento aerdbico, principalmente os realizados em esteira também
melhora propriedades Osseas e alivia a osteopenia em animais com osteoporose,
melhora a qualidade das mitocéndrias no musculo esquelético, garantindo o
fornecimento de energia, promove a angiogénese, melhora a sensibilidade a insulina,
melhora as funcfes cognitivas, altera a expressdo do gene/receptor relacionado a
dopamina (GUO et al.,2020).

No que diz respeito as adaptacdes fisioldgicas, elas podem ser classificadas como
agudas ou crdnicas. As adaptacdes agudas sdo aquelas relacionadas diretamente a
realizacdo de uma determinada sessdo de treinamento, podendo gerar respostas
instantaneas, como o aumento da temperatura corporal e da frequéncia cardiaca. As
respostas tardias podem ser observadas desde as primeiras 24 horas até 72 horas
apos o treinamento, como exemplo, a reducao da resisténcia dos vasos sanguineos
(KURA & FILHO, 2011; JOYNER M.J & DEMPSEY, 2018).

As adaptacdes cronicas sao ocasionadas através de sessOes planejadas e
estruturadas de TF, além de prevenir e controlar doencas crbénicas, como diabetes e
hipertenséo, essas adaptacbes podem recuperar as fun¢gées motoras de individuos
gue sofreram algum tipo de doenca como o acidente vascular cerebral, promove a
reducdo dos niveis de estresse e, de forma geral, melhorar a aptidao
cardiorrespiratéria. Uma vez, que as adaptacdes crbnicas sao alcancadas é possivel
identificar facilmente um individuo treinado de outro destreinado (MELLO, 2005;
KURA & FILHO, 2011; JOYNER M.J & DEMPSEY, 2018).

Diante de todas as vantagens que uma vida ativa pode proporcionar, € importante
ressaltar que o TF pode representar um estresse fisico, que € proveniente da
diminuicdo do aporte de oxigénio para os tecidos, da producdo excessiva de radicais
livres, da hipertrofia e hiperplasia das células musculares (TIDBALL, 2005; MACINNIS
& GIBALA, 2017; CATANHO, 2019). Porém, esse tipo de estresse promove alteragdes
vantajosas ao organismo, pois proporciona ao corpo um processo de adaptacao, e
uma série de beneficios fisiologicos (PEDERSEN & HOFFMAN-GOETZ, 2000;
MELLO, 2005).

Sobre os beneficios do TF ao sistema nervoso, ele pode atuar na plasticidade
cerebral e sinalizacdo sinapticas através do aumento da expressdo do fator
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neurotrofico derivado do cérebro (BDNF), proteina pertencente a uma familia de
citocinas conhecida como neurotrofinas (COTMAN & BERCHTOLD, 2002; ADLARD
& COTMAN, 2004; MATTSON, 2004; AGUIAR et al., 2007). Tem sido demonstrado
gue o TF é capaz de aumentar a expressao de BDNF em regides criticas do cérebro,
como o hipocampo, exercendo efeito protetor, mesmo na vigéncia de um estresse leve
(ADLARD & COTMAN, 2004). O TF pode melhorar o desempenho cognitivo, como
também impulsionar a neurogénese e aumentar a disponibilidade de oxigénio no
cérebro (COTMAN & BERCHTOLD, 2002; ADLARD & COTMAN, 2004; MELLO, 2005;
MONTEIRO et al.,2011; MEREGE FILHO et al., 2014).

Além disso, o TF pode modular a sintese e liberacdo de neurotransmissores,
aumentar o fluxo sanguineo no cérebro, atenuar os efeitos negativos como na
cognicdo de pacientes com doencas neurodegenerativas, reduzir a frequéncia de
episodios de migranea e reduzir a excitabilidade cerebral (MELLO, 2005; MONTEIRO
et al.,2011; MEREGE FILHO et al., 2014; HANSSEN et al.,2018). No que diz respeito
a reducao na frequéncia de migrénea, o estudo de Hanssen et al.,2018, identificou
gue quanto maior foi a intensidade do TF, maior é a dilatac&o arteriolar retiniana. Esse
aumento na dilatacdo das artérias da retina, permite um maior fluxo sanguineo e
consequentemente uma reducédo na frequéncia de migranea. E importante evidenciar
gue a DAC é considerada um dos mecanismos de patogénese dos episédios de
migranea e que mudancas nos vasos cerebrais sdo indispensaveis para deflagrar a
DAC.

Acerca da TF na excitabilidade cerebral, varios trabalhos utilizando o treinamento
em esteira, tem demonstrado a eficacia do TF na excitabilidade cerebral (VITOR-DE-
LIMA et al, 2019; MONTEIRO et al., 2020; VITOR-DE-LIMA et al., 2023). Um dos
mecanismos que pode explicar essa eficicia, seria 0 aumento da atividade
serotoninérgica. O aumento da serotonina, é proveniente da diferenca na relacéo
entre o triptofano e os aminoacidos de cadeia ramificada no sangue e a consequente
contribuicdo para que o triptofano ultrapasse a barreira hematoencefalica. Ao
atravessar a barreira hematoencefalica, o triptofano, promove a producdo de
serotonina nos neurdnios. Essa maior producao de serotonina por sua vez, possui um
efeito antagdnico na DAC, ou seja, quanto maior a disponibilidade de serotonina na
regido cerebral, menor a velocidade de propagacédo da DAC (BLOMSTRAND E, 2001;
GUEDES et al., 2002; AMANCIO-DOS-SANTOS et al., 2006; MONTEIRO et al., 2011).
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Todas essas acdes indicam que o TF atua como uma barreira protetora no sistema
nervoso, mantendo suas fun¢des habituais e reduzindo os provaveis prejuizos neurais

provocados pela condi¢céo de estresse.
2.3 ESTRESSE E QUERCETINA

O excesso de radicais livres e a incapacidade do corpo no processo de
neutralizag&do ocasiona o estresse oxidativo. Por sua vez, o estresse oxidativo possui
associacdo com o estresse crénico e a quantidade exacerbada de radicais livres é
prejudicial as funcdes usais do sistema nervoso, e pode afetar a sua atividade
eletrofisiologica (HULBERT et al., 2007). Uma alternativa no controle do excesso de
radicais livres, além do TF, é a ingestao de antioxidantes exdgenos como a quercetina
(3,3',4',5,7- pentahidroxi flavona) um potente antioxidante e o principal flavonoide
encontrado na dieta humana. O nome quercetina é dado a forma aglicona, ou seja, a
estrutura quimica que ndo possui o aclcar anexado, porém, com a ligacdo de um
acucar a molécula, que pode ser uma glicose, é formado um glicosideo de quercetina,
gue é a forma mais consumida e presente nos alimentos (COSTA et al., 2016; LI et
al., 2016; XU et al., 2019).

Os flavonoides representam uma classe de compostos fendlicos que diferem um
do outro por caracteristicas especificas e pela estrutura quimica, sdo considerados
metabolitos secundarios de plantas, proveniente de um anel benzopirona (ULLAH et
al.,2020). A estrutura basica de um flavonoide consiste em um esqueleto de difenil
propano com dois anéis benzénicos ligados a um anel pirano (Figura 1) (LI et al.,
2016). Assim, dependendo da oxidagao do anel de carbono, do grau de insaturagao,
e da estrutura quimica, os flavonoides se subdividem em flavondis, flavanonas,
flavonas, antocianinas, isoflavonoides, antoxantinas (flavanona e flavonol), chalconas
(ULLAH et al.,2020). Por ser o principal flavonoide presente na dieta, podemos
encontrar a quercetina em diversos vegetais como maca, uva, cereja, brdocolis, cebola,
tomate, alface, em bebidas como vinho e cha preto, e em sementes como nozes (LI
et al., 2016; XU et al., 2019).
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Figura 1: Estrutura molecular de um flavonoide, do glicosideo de quercetina e da quercetina. Fonte: Adaptado de

Ullah et al. (2020)

No que diz respeito a absorgdo da quercetina, o que vai diferir € o tipo de agucar
gue esta anexado na molécula, a administracdo conjunta de componentes da dieta
como fibras e gorduras e a matriz alimentar em que a quercetina € consumida. De
forma geral, a absor¢céo se inicia com o processo de hidrélise dos glicosideos de
guercetina no intestino delgado, pela lactase florizina hidrolase, uma beta-glicosidase.
A hidrélise da quercetina também pode ocorrer através da beta-glicosidase
proveniente da microbiota intestinal, transformando-a na forma aglicona, que é
absorvida (COSTA et al., 2016; LI et al., 2016; XU et al., 2019).

Apos o processo de absorgcao, a quercetina passa por processos de transporte e
transformacéo, no qual alguns 6rgdos como figado, rins, intestino delgado e a regiao
do célon do intestino participam dessa etapa. O que vai ocorrer nessa fase é a acédo
de enzimas de biotransformacdo que transformam os glicosideos de quercetina
através da metilacdo em glicuronideo e sulfato de quercetina, como também ocorre a
formacéo de acidos fendlicos. Por fim, ocorre o processo de excrecao pelos rins e
eliminacdo na urina, vale destacar, que os acidos fendlicos sdo os compostos

organicos com alto poder antioxidante (LI et al., 2016; XU et al., 2019).

O poder antioxidante da quercetina sobre o0 estresse oxidativo promove efeitos

benéficos a saude, muito semelhantes aqueles proporcionados pelo treinamento
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fisico, com efeitos sobre doencgas inflamatorias, diabetes, doencas cardiovasculares e
disturbios do sistema nervoso (DAVIS et al., 2009; MALKQV et al., 2014; COSTA et
al.,2016). No que diz respeito, ao sistema nervoso, a quercetina consegue atravessar
a barreira hematoencefélica e quando é formulada em nanoparticulas lipidicas, a
entrada no cérebro é facilitada (COSTA et al., 2016).

Assim, a capacidade antioxidante da quercetina € derivada de dois farmaco6foros
presentes nas moléculas, que séo o grupo OH na posicéo 3 e o grupo catecol no anel
B, que conseguem neutralizar espécies reativas de oxigénio e nitrogénio. Além disso,
a quercetina e seus metabdlitos podem atuar como um pré-oxidante; ou seja, agir no
proprio sistema de defesa antioxidante da célula (DAVIS et al., 2009; MALKOV et al.,
2014; COSTA et al., 2016).

A guercetina pode atuar na modulagao de algumas vias antioxidantes como na via
do Nrf2-ARE [fator nuclear (derivado de eritroide 2)], o Nrf2 & muito relevante na
defesa celular, pois regula enzimas do estresse oxidativo e conseguentemente
impede a morte celular (SAW et al., 2016; COSTA et al.,2016). Pode aumentar a
expressao da Paraoxonase 2 (PONz2), enzima encontrada nas mitocondrias de células
do cérebro e com acgdo importante na aterosclerose e na neuroprotecdo (COSTA et
al.,2013; COSTA et al.,2016).

Outro mecanismo de acao da quercetina no SN é através da inducdo da autofagia,
processo de extrema importancia para a integridade cerebral, no qual ocorre a
remocdo de proteinas mal dobradas, como também organelas danificadas que
tendem a se acumular em neurdnios (QU et al., 2014; COSTA et al.,2016). Além do
mais, o efeito neuroprotetor da quercetina pode ser através das sirtuinas, que sao
classificadas em sete tipos que vao da SIRT1 a SIRT7, elas estao presentes em varios
processos importantes no metabolismo, participando de vias moleculares e celulares.
Assim, a protecdo do cérebro pode ser através da SIRT1, que além de diferenciar
células tronco, protege a célula de apoptose (LEYTON et al., 2015; COSTA et
al.,2016).

Ainda referente ao SN, tem sido observado que a quercetina pode atenuar os
danos neurais provocados pela epilepsia, devido a suas propriedades antioxidantes e

anti-inflamatorias e exercer acfes psicoestimulantes em nivel cerebral (DAVIS et al.,
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2009). A acdo da quercetina na epilepsia, pode ser através da inibicdo da via da
ferroptose que € mediada pelo Nrf2. A via da ferroptose é promissora para alvos
terapéuticos, e assim a quercetina pode aliviar a apoptose celular induzida por crises
convulsionantes pela inibicdo da via da ferroptose (Xie et al., 2022). A respeito das
acOes psicoestimulantes, substancias psicoestimulantes, em geral, inibem os
receptores de adenosina no sistema nervoso central e induzem maior atividade do
sistema dopaminérgico (DAVIS et al., 2003; ALEXANDER, 2006; DAVIS et al., 2009).

Diante do que tem sido descrito, ha relatos de que os efeitos deletérios do estresse
podem ser combatidos pela suplementacdo com antioxidantes e pelo treinamento
fisico. Contudo, ainda é preciso esclarecer a relacdo dessas variaveis (estresse,
treinamento fisico e antioxidantes) com o funcionamento do sistema nervoso, mais
especificamente, o cortex cerebral, em condicbes adversas, o cérebro produz
potenciais elétricos diferentes do que se pode observar convencionalmente nos
eletroencefalogramas (EEG). Assim, através do método da DAC é possivel fazer
interferéncias se o tecido cortical se encontra alterado em sua estrutura/ atividade
elétrica (GUEDES et al., 2004).
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3 HIPOTESE
- O estresse por contencao prejudica a atividade elétrica cerebral de ratos.

- O treinamento fisico aerdébio moderado ou a suplementacdo com quercetina restaura

a atividade elétrica cerebral em ratos submetidos a estresse por contencéo.
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4 OBJETIVOS
4.10BJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos do treinamento aerébio de intensidade moderada ou da
suplementagdo com quercetina sobre a atividade elétrica cerebral de ratos Wistar,

submetidos a estresse por contencao.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
- Avaliar e comparar a excitabilidade cortical e a evolu¢cdo ponderal de ratos adultos

submetidos as seguintes condicdes:
- Estresse por contencao;
- Estresse por contencao e treinamento fisico em esteira,

- Estresse por contencéo e suplementacdo com quercetina (150 mg/kg) por 8

dias;

- Estresse por contencao e suplementacdo com quercetina (150 mg/kg) por 15

dias.
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5 MATERIAL E METODOS
5.1 ANIMAIS

Foram utilizados ratos da linhagem Wistar, provenientes da colénia do
Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Universidade Federal de Pernambuco
(UFPE). Os animais foram mantidos em condi¢cdes padréo do biotério, em sala a
temperatura de 22+2 °C, submetidos a um ciclo artificial claro-escuro de 12/12 horas
(o escuro iniciando as dezenove horas), com acesso livre a agua e comida (dieta
comercial). Os procedimentos experimentais foram realizados no periodo de janeiro a
setembro de 2022 no Laboratério de Eletroneurofisiologia (LABEN) da Universidade
Federal de Pernambuco apds aprovacao pela Comissado de Etica no Uso de Animais
(CEUA), da UFPE (registro n°. 0093/2021).

5.2 ALOCACAO DOS GRUPOS EXPERIMENTAIS

Aos 80 dias de idade, os animais foram divididos em cinco grupos

experimentais (Figura 2).

Grupos
experimentais

Formados no

dia 80°
| | | ]
~ Grupo Conteng&o + Grupo Contengéo + 8 Grupo Contengéo + 15
Grupo controle Grupo Contengéo Treinamento moderado dias de Quercetina dias de Quercetina
(GC; n=12) (C; n=15) (C+TM; n=12) (C +8Q; n=11) (C +15Q; n=11)

Figura 2. Grupos experimentais

- Grupo controle (GC; n = 12) — Constituem o controle negativo. Nao sofreram
estresse por contengdo, nem foram submetidos a exercicio fisico ou suplementagao

com quercetina. Neste trabalho, o exercicio foi realizado através de esteira
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motorizada. Os animais deste grupo permaneceram na esteira, porém o equipamento
foi mantido desligado. Assim, os ratos deste grupo foram submetidos a0 mesmo

ambiente que os demais animais.

- Grupo contengao (C; n= 15) — Os animais sofreram estresse por contengao,
conforme apresentado mais adiante. Além disso, os ratos deste grupo foram tratados
com o veiculo utilizado para preparar a solugao de quercetina (Tween 80 a 10% em
solugdo salina; 1 mL, por gavagem). Os animais também foram mantidos na esteira

desligada, de forma semelhante aos animais do GC.

- Grupo Contenc¢ao + Treinamento moderado (C+TM; n = 12) — Os ratos foram
submetidos a estresse por contengdo e a exercicio moderado, conforme descrito
abaixo. Além disso, os animais deste grupo foram tratados com o veiculo utilizado

para preparar a solugao de quercetina, de forma semelhante ao grupo C.

- Grupo contencao + 8 dias de Quercetina (C+8Q; n=11) — Os animais sofreram
estresse por contengdo e foram tratados com quercetina (150 mg/kg/dia, por
gavagem) durante 8 dias (5 administracbes semanais em uma semana e trés
administragdes na outra semana). Além disso, os ratos também foram mantidos na

esteira desligada, de forma semelhante ao grupo GC.

- Grupo Contencgao + 15 dias de Quercetina (C+15Q; n = 11) — Os animais
sofreram estresse por contengéo e foram tratados com quercetina (150 mg/kg/dia, por
gavagem) durante 15 dias (5 administragcdes semanais). Além disso, os ratos também

foram mantidos na esteira desligada, de forma semelhante ao grupo GC.

5.3 AVALIACAO DO PESO CORPORAL
O peso corporal de todos os animais foi aferido nos dias 80, 87, 94 e no dia do

experimento através de balanca analitica com precisdo de 1 casa decimal.

5.4 PROTOCOLO DO TRATAMENTO COM QUERCETINA
A administragao da quercetina (150 mg/kg/dia) foi feita de forma orogastrica
(gavagem) entre entre 08:00 e 10:00 da manha, durante 8 dias (5 administragdes

semanais em uma semana e trés administracdes na outra semana) e 15 dias (5
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administragdes semanais). A quercetina foi diluida em solugdo Tween 80 a 10% em

solugao salina e administrada (TSAO et al.,2022).

5.5 ESTRESSE POR CONTENCAO

O estresse por contencédo foi realizado conforme o protocolo de Zhang e
Rosenkranz (2013). A partir do 87° dia de vida, os ratos dos grupos C, C+TM, C+8Q
e C+ 15Q foram mantidos durante 20 minutos, em um contensor. O instrumento de
contencdo foi confeccionado no préprio laboratério e consiste em duas malhas
metdlicas, nas quais os animais foram contidos; os ratos respiraram livremente, mas
todos os movimentos foram restringidos. Foi realizada uma sessdo diaria de
contencédo durante cinco dias entre 08:00 e 10:00 da manh4; fez-se um intervalo de
dois dias, em que ndo houve qualquer manipulacdo dos animais. Posteriormente,
nos dois dias subsequentes, eles foram submetidos novamente a uma sesséo diaria

de contencéo.

5.6 PROTOCOLO DE TREINAMENTO FiSICO
O exercicio moderado foi realizado em esteira motorizada (Insight EP-131)
durante trés semanas, sendo 5 sessdes semanais (uma sessao por dia), com duragao
de 30 minutos entre 08:00 e 10:00 da manha. A velocidade da corrida na esteira
aumentou gradualmente de acordo com a semana de treino. Ela foi de 5 m/min na
primeira semana e depois, aumentou para 10 m/min e 15 m/min na segunda e terceira

semanas, respectivamente (MONTEIRO et al., 2011).

5.7 AVALIACAO DA ATIVIDADE ELETRICA CEREBRAL

Entre 0 99° e o 108° dia de vida de cada animal foi realizado o registro da
atividade elétrica cerebral através da DAC. Para o registro, os animais foram
submetidos a anestesia, por via intraperitoneal, com uma mistura de uretana a 10% e
cloralose a 0,4%, na dose de 1000 mg/kg e 40 mg/kg, respectivamente. A temperatura
retal do animal foi mantida em torno de 37+1 °C durante todo o experimento. A cabeca
do animal foi fixada em aparelho estereotaxico para permitir a incisdo e remogao da
pele e do peridsteo e a exposi¢cao do cranio. Por meio de trepanacao, foram feitos trés
orificios (anterior, médio e posterior, de cerca de 3 mm de didmetro cada), alinhados

paralelamente a linha média, ao nivel do hemisfério cerebral direito. Dois orificios
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foram trepanados no osso parietal para registro da DAC; e, o outro, no osso frontal
para sua deflagragao.

A DAC foi provocada aplicando-se o estimulo (solugdo de KCI a 2%), durante
um minuto, através do orificio anterior. Os registros eletrofisiologicos foram realizados
utilizando-se eletrodos impolarizaveis (tipo “Ag-AgCl”) confeccionados no proprio
laboratério. Nos dois pontos corticais parietais (um em cada orificio) foi registrada e
gravada a variagao lenta de voltagem que acompanha a DAC utilizando um sistema
digital (EMG systems). As variagdes corticais de voltagem foram registradas contra
um eletrodo de referéncia comum, colocado sobre os 0ssos nasais, nos quais 0
potencial & invariavel. O registro foi feito por um periodo de 4 horas. Ao término da
sessao, foi procedida a eutanasia através de lesdo bulbar, sob anestesia profunda.
Todo esforgo foi feito para minimizar o sofrimento dos animais. Na Figura 3 esta

apresentado o delineamento experimental do estudo.

Dias de vida 80 84 87 91 94 98 992108

1 Animais na esteira 2Estresse

(ligada ou desligada) DAC
Suplementacdo com
Quercetina ou Veiculo

Figura 3. Linha do tempo do delineamento experimental

Foram calculados os parametros eletrofisiolégicos da DAC: velocidade,
amplitude e duragdo do fenédmeno. A velocidade da DAC foi calculada a partir do
tempo necessario para uma onda passar pela distancia entre os dois pontos de
registro inseridos no cortex. A amplitude € obtida pela altura entre a base e o pico de
cada onda de DAC e a duracao é medida pelo periodo decorrido entre o inicio e o final

de cada onda.

5.8 ANALISE ESTATISTICA
Os dados estdo expressos em média + desvio padrao (dp). A analise de
variancia (ANOVA) foi utilizada para comparar parametros da atividade elétrica
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cerebral e 0 peso entre os grupos. Nas comparagdes em que ANOVA indicou diferenca
significativa foi utilizado o teste de comparagdes multiplas de Holm-Sidak. Foi
considerado como nivel de significancia um valor de p < 0,05. Utilizou-se o programa

SigmaStat v3.0 para as referidas analises.

6 RESULTADOS

6.1 PESO CORPORAL

ANOVA néo indicou diferenca intergrupo no peso corporal aos 80 dias de vida
[F (4,55) = 2,583, p = 0,047], que foi a idade de inicio do treinamento fisico ou da
suplementagdo com quercetina. Nas demais comparacoes, dias 87, 94 e no dia do
experimento, ANOVA mostrou diferencas intergrupos, respectivamente, [F (4,55) =
3,875, p = 0,008], [F (4,55) = 5,762, p < 0,001] e [F (4,55) = 3,346, p = 0,016]. As
comparagdes a posteriori (teste de Holm-Sidak) indicaram que o grupo Contengéo (C),
apresentou peso corporal menor do que o Grupo Controle (GC) nos dias de vida 87 e
94, mas houve uma recuperagao do peso no dia do experimento. Os pesos corporais
no dia 87 foram de 314,27 + 24,93 g C vs. 351,62 + 20,12 g GC; no dia 94, de 305,10
+ 30,74 g C vs. 360,16 + 32,54 g GC; e, no dia do experimento, de 341,21 £32,91 g
C vs. 370,32 + 32,68 g GC. Os animais que sofreram estresse por contencdo, mas
foram tratados com quercetina (C+Q8 e C+Q15) também apresentaram pesos
corporais menores do que o do GC no dia de vida 94 (328,07 + 26,09 g, C+Q8 e 324,11
+ 30,63 g, C+Q15). Contudo, no dia do experimento, apenas o grupo C+Q15
apresentou peso corporal reduzido (329,43 + 31,98) em relagcdo ao GC. Nas
comparagdes entre o grupo que sofreu contencdo, mas realizou treinamento
moderado (C+TM), observou-se que ele manteve o peso corporal semelhante ao do
GC durante todo o periodo. Todas as demais comparagdes intergrupos, nos diferentes

dias de avaliagdo, ndo foram estatisticamente significantes (Figura 4).
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Figura 4. Peso corporal (g), de ratos machos com idades de 80, 87 e 94 dias, bem como no dia do experimento.
GC (Grupo Controle), C (Contengéo, grupo que sofreu estresse por contengdo), C+TM (Contengdo + Treinamento
Moderado, grupo que sofreu estresse e treinamento fisico moderado), C+8Q (Contencgédo + 8 dias de Quercetina,
grupo que sofreu estresse, mas recebeu 8 dias de tratamento com quercetina), C+15Q (Contengdo + 15 dias de
Quercetina, grupo que sofreu estresse, mas recebeu 15 dias de tratamento com quercetina). Os dados sao

expressos como média * desvio padrdo. *p < 0,05 em relagdo ao grupo controle (GC).

6.2 DEPRESSAO ALASTRANTE CORTICAL

A Figura 5 apresenta registros eletrofisiolégicos na superficie cortical de um
rato Wistar de cada condigdo estudada (Grupo Controle — GC; Contengdo — C;
Contencao + Treinamento Fisico Moderado — C+TM; Contencao + Quercetina por 8
dias — C+Q8; Contencdo + Quercetina por 15 dias — C+Q15). A variagéo lenta de
potencial nos registros denota a presenca da DAC apds estimulacdo com KCI. De
maneira geral, a aplicagéo topica de KCI a 2% (aproximadamente 270 mM de KCl),
no cortex frontal do hemisfério direito, provocou uma unica onda de DAC. Esta onda
se propagou sem interrupgao até o cortex parietal, onde foi registrada. A variagéo lenta

de potencial foi recuperada gradualmente apés a DAC.
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Figura 5. Registros da variagéo lenta de potencial em dois pontos da superficie do hemisfério direito, mostrando
a passagem da DAC em ratos adultos. GC (animal do Grupo Controle), C (animal do grupo Contengao), C+TM
(animal do grupo Contengédo + Treinamento Moderado), C+8Q (animal do grupo Contengdo + 8 dias de
Quercetina), C+15Q (animal do grupo Contengéo + 15 dias de Quercetina). O diagrama do crénio mostra as
posicdes 1 e 2 do registro, a posi¢édo do eletrodo de referéncia comum (R), nos ossos nasais, e o ponto de aplicagao
do estimulo deflagrador da DAC (KCI). As barras verticais sdlidas a direita indicam 10 mv (variagéo lenta negativa).
As barras horizontais sob as linhas do registro P1 indicam o tempo (1 minuto) de estimulagdo com KCI. As linhas

verticais tracejadas indicam a laténcia da DAC para cruzar a distancia entre os eletrodos. Fonte: Autor.

Referente a velocidade de propagag¢do da DAC (Figura 6), ANOVA indicou
diferengas intergrupos [F (4,573) = 136,199, p <0,001]. Inicialmente, foram
comparados o grupo controle (GC) e o grupo contengédo (C), que obtiveram os
seguintes valores de velocidade da DAC (média £ dp), respectivamente: 3,58 + 0,40
mm/min e 2,44 + 0,30 mm/min. As comparacgdes do teste post-hoc (Holm-Sidak)
mostraram que o estresse por contengdo induziu a uma redugédo de 32 * 3% na
velocidade de propagag¢ao da DAC em comparagao ao grupo controle.

Posteriormente, foram comparados o grupo que sofreu o estresse por
contencao (C) com os demais grupos que, além da contencao, foram submetidos as
demais intervengdes (treinamento fisico moderado (C+TM) ou suplementagdo com
quercetina (C+Q8 e C+Q15). Os valores de velocidade de propagacéo da DAC (média
1 dp) do grupo C+Q8 (2,62 £ 0,47 mm/min) foram iguais ao do grupo contengao. Os
animais dos grupos C+TM e C+Q15 apresentaram valores de velocidade de
propagacao da DAC (média + dp) de 2,95 £ 0,29 mm/min e de 3,13 £ 0,56 mm/min,

respectivamente. Esses valores representam um aumento de 21 + 6% e de 28 + 19%,
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respectivamente, em relagéo ao grupo contengao (C).

4
H
#
O I
GC C

C+TM c+8Q C+15Q

w

Velocidade da DAC (mm/min)

Figura 6. Velocidade da DAC (em mm/min), em ratos machos, com 99-108 dias de idade. GC (Grupo Controle), C
(Contengéo, grupo que sofreu estresse por contengdo), C+TM (Contengéo + Treinamento Moderado, grupo que
sofreu estresse e treinamento fisico moderado), C+8Q (Contencado + 8 dias de Quercetina, grupo que sofreu
estresse, mas recebeu 8 dias de tratamento com quercetina), C+15Q (Contengdo + 15 dias de Quercetina, grupo
que sofreu estresse, mas recebeu 15 dias de tratamento com quercetina). Os dados s&o expressos como média +
desvio padrao de 12 episddios da DAC por rato, que foram registrados a intervalos de 20 minutos em uma sesséao

de 4 horas. *p < 0,05 em relagéo ao Grupo Controle (GC), # p<0,05 em relagdo ao Contengéo (C).

Em relacdo a amplitude da DAC, ANOVA também indicou diferencas
intergrupos [F (4,987) = 22,056, p < 0,001]. Nas comparagdes a posteriori, observou-
se que a amplitude da DAC do grupo Contengao (C; 13,58 + 7,42 mV) foi similar a do
grupo Contengéo + Quercetina 8 dias (C+Q8; 12,24 + 6,32 mV) e significativamente
maior que a dos demais grupos. Nao houve diferengas entre os grupos Controle (GC),
Contencédo + Treinamento Moderado (C+TM) e Contengdo + Quercetina 15 dias
(C+Q15). Os valores da amplitude (média + dp) foram, respectivamente: 9,98 + 6,8
mV, 9,34 + 5,06 mV e 8,94 + 5,68 mV. (Figura 7).
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Figura 7. Amplitude da DAC (mV) em ratos machos, com 99-108 dias de idade. GC (Grupo Controle), C
(Contengéo, grupo que sofreu estresse por contengdo), C+TM (Contengéo + Treinamento Moderado, grupo que
sofreu estresse e treinamento fisico moderado), C+8Q (Contencdo + 8 dias de Quercetina, grupo que sofreu
estresse, mas recebeu 8 dias de tratamento com quercetina), C+15Q (Contengéo + 15 dias de Quercetina, grupo
que sofreu estresse, mas recebeu 15 dias de tratamento com quercetina). Os dados séo expressos em média +
desvio padrao de 12 episodios da DAC por rato, que foram registrados a intervalos de 20 minutos em uma sesséo

de 4 horas. *p < 0,05 em relagdo ao grupo controle.

A duracédo da DAC foi outro parametro para o qual ANOVA indicou diferenca
intergrupo [F (4, 964) = 125,289, p = 0,001]. O teste Holm-Sidak mostrou que a
duracdo da DAC no grupo Contencéo (C) foi significativamente maior do que em todos
os demais grupos (157,65 = 86,72 s). Nao houve diferencas entre as demais
comparacdes. A duracao (meédia + dp) da DAC foi de 69,64 + 16,81 s no GC; de 70,37
+ 19,45 s no C+TM; de 86,72 £ 31,56 s no C+Q8; e de 68,36 + 25,41 s no C+Q15
(Figura 8).
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Figura 8. Duracdo da DAC (s) em ratos machos, com 99-108 dias de idade. GC (Grupo Controle), C (Contengao,
grupo que sofreu estresse por contengéo), C+TM (Contencao + Treinamento Moderado, grupo que sofreu estresse
e treinamento fisico moderado), C+8Q (Contencao + 8 dias de Quercetina, grupo que sofreu estresse, mas recebeu
8 dias de tratamento com quercetina), C+15Q (Contencdo + 15 dias de Quercetina, grupo que sofreu estresse,
mas recebeu 15 dias de tratamento com quercetina). Os dados s&o expressos como média + desvio padrdo de 12
episédios da DAC por rato, que foram registrados a intervalos de 20 minutos em uma sesséo de 4 horas. *p < 0,05

em relag&o ao grupo controle.

7 DISCUSSAO

Neste estudo, foi demonstrado pela primeira vez que o estresse por contencao,
um tipo de estresse fisico, reduziu a velocidade de propagacdo da DAC.
Adicionalmente, foi verificado que a velocidade de propagacédo daquele fenébmeno
aumentava quando os animais estressados realizavam treinamento fisico moderado,
ou recebiam suplementagdo com quercetina (150 mg/kg). Observou-se também que
0 uso da quercetina reduziu o peso corporal dos ratos.

Um dos pontos importantes deste trabalho € que o estresse por contencgao
dificultou a propagacao da DAC no cérebro. Como principal mecanismo responsavel
por este efeito, sugere-se que a contengao provoca estresse oxidativo, acumulo de
radicais livres. Embora ndo tenha sido determinado aqui o efeito da contengdo em
acentuar a produgéao de radicais livres, isto tem sido descrito na literatura (ASARI et
al., 2021; AKINLUYI et al., 2022; CHAOUI et al., 2022). Adicionalmente, ha evidéncias
de que o estresse oxidativo pode alterar a deflagragao e a disseminagao da DAC no
sistema nervoso (MALKOV et al., 2014).

Sousa e colaboradores (2018) demonstraram que o envelhecimento provoca
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disturbios metabdlicos condizentes com o estresse oxidativo e induz diminuigdo da
velocidade de propagacao da DAC. Outro estudo também desenvolvido por Sousa e
colaboradores (2019), mostra que a sepse desacelera a velocidade de propagagao da
DAC. A sepse € uma sindrome clinica que se caracteriza pela produgao excessiva de
radicais livres (CATALAO et al.,2016). Todos esses achados corroboram com a
possibilidade de que o estresse oxidativo decorrente do estresse por contencgao esteja
na base dos efeitos eletrofisiolégicos observados no presente trabalho.

O cérebro € um 6rgao abundante em lipidios, mas possui baixa capacidade
antioxidante intrinseca. Dessa forma, 0 estresse oxidativo pode acarretar a regiao
encefalica um colapso metabdlico que acontece devido a alteracdes na transmissao
sinaptica; a oxidacdo anormal de NAD(P)H e FADH2, associada a intenso consumo
de oxigénio; e, a despolarizagdo neuronal macica (HULBERT et al., 2007; MALKOV
et al., 2014; SALIM, 2017). Tem sido visto que em processos fisioldégicos que
promovem estresse oxidativo, como 0 envelhecimento, as espécies reativas de
oxigénio podem oxidar canais ibnicos de potassio e calcio e modificar a funcionalidade
de receptores de membrana, como o receptor NMDA (N-metil-D-aspartato). O
receptor NMDA ¢é indispensavel para deflagrar e propagar a DAC e, dessa forma,

comprometer a velocidade de disseminagédo do fenémeno (PATEL & SESTI, 2016).

Outro ponto que reforca a ideia do estresse oxidativo é que a suplementacao
com o antioxidante quercetina (150 mg/kg) promoveu um efeito de normalizagao da
velocidade da DAC nos animais estressados. Resposta semelhante foi observada nos
animais que realizaram treinamento moderado, o qual tem sido associado capaz de
exercer uma acgao antioxidante (DE SOUSA FERNANDES et al.,2022). O efeito
protetor do treinamento fisico para o sistema nervoso, identificado através da atividade
elétrica cerebral tem sido mostrado em varios trabalhos (MONTEIRO et al., 2011;
VITOR-DE-LIMA et al, 2019; MONTEIRO et al., 2020; VITOR-DE-LIMA et al., 2023)
Contudo, esta é a primeira vez em que o treinamento foi realizado durante um periodo
de estresse fisico.

De maneira geral, os ratos que realizam treinamento fisico com intensidade
moderada apresentam diminuicdo da velocidade de propagagao da DAC. Assim, tem
sido considerado que o treinamento diminui a excitabilidade cerebral. Uma das
explicagbes é de que ele aumenta a liberagdo de alguns neurotransmissores, como

por exemplo, a serotonina. O papel do sistema serotoninérgico em reduzir a
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excitabilidade cerebral e a velocidade de propagacdao da DAC tem sido bem
documentado (MONTEIRO et al, 2015). No presente trabalho, o treinamento
aumentou a velocidade nos animais estressados, mas tornou essa velocidade similar
a dos animais controles.

E importante destacar que ndo é apenas aumento ou reducdo da velocidade
DAC per se que definem uma resposta boa ou ruim para o cérebro. Se o sistema
nervoso esta em uma condi¢cado de hiperexcitabilidade, o ideal € uso de estratégias
que reduzam esse efeito. Contudo, se a excitabilidade cerebral estiver normal, a sua
reducao podera ser indesejavel. Por exemplo, € essencial a existéncia de algum grau
de excitabilidade cerebral para fungdes encefalicas tais como memdria, aprendizagem
(DUNN & KACZOROWSKI, 2019). Considera-se essa normalizagéo da velocidade da
DAC nos animais treinados, mas que passaram por uma condicdo de estresse, uma
resposta que advoga favoravelmente quanto ao papel benéfico do exercicio sobre o
cérebro.

O treinamento fisico pode beneficiar o cérebro por meio do aumento da expressao
de BDNF. Este fator neurotréfico promove a plasticidade cerebral e sinalizacdo
sinaptica, a formagdo de novos neurdnios e vasos sanguineos, o aumento da
liberacdo de neurotransmissores como a serotonina, maior aporte de oxigénio na
regiao cerebral. Todas essas agdes podem modular a comunicagao entre as células
no sistema nervoso e influenciar a excitabilidade neural (ADLARD & COTMAN, 2004;
MATTSON, 2004; MELLO, 2005; MONTEIRO et al.,2011; MEREGE FILHO et al.,
2014).

Concernente aos antioxidantes, estudos tém mostrado que essas substancias
beneficiam a resposta eletrofisiolégica cerebral (LOPES-DE-MORAIS et al.,, 2014;
MENDES-DA-SILVA et al., 2018; DANTAS et al.,2021). No presente trabalho, atribui-
se a quercetina uma acao restauradora da atividade elétrica do cérebro; pois, assim
como o treinamento fisico, ela foi capaz de normalizar a eletrofisiologia cortical nos
animais estressados. Este efeito foi dependente diretamente da duragdo do
tratamento. Ha evidéncias de que a quercetina pode promover a modulacéo de vias
antioxidantes importantes, como a via do Nrf2-ARE, essencial a defesa celular (SAW
et al., 2016; COSTA et al.,2016). Além disso, ela pode aumentar a expressao da
Paraoxonase 2 (PON2), enzima encontrada nas mitocéndrias de células do cérebro,
que contribui para a neuroprotegcdo (COSTA et al.,2013; COSTA et al.,2016).

E importante mencionar que ha relatos na literatura de normalizagéo da velocidade
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de propagacao da DAC, mediante o uso de substancias antioxidantes, semelhante ao
que foi encontrado no presente trabalho. Sousa e colaboradores (2018; 2019)
mostraram uma aceleragao na velocidade de propagagcao da DAC em ratos idosos e
sépticos, respectivamente, que eram suplementados com o extrato de murici, em
comparagao com ratos nas mesmas condigdes, porém sem o tratamento. O murici é
rico em polifendis, dentre eles, a quercetina. Dada a relagcdo da DAC com patologias
como a epilepsia, a suplementagao com quercetina poderia atenuar os danos neurais,
devido as suas propriedades antioxidantes (DAVIS et al., 2009), e aprimorar a
atividade elétrica cortical de pacientes epilépticos. Em especial porque a epilepsia esta
associada com uma diminuicdo da velocidade de propagacao da DAC (FRANCISCO
et al.,2018; MENDES-DA-SILVA et al.,2018)

Outros parametros eletrofisiolégicos foram avaliados no presente trabalho, a
saber, a amplitude e a duracéo da DAC. Observou-se aumento da amplitude da DAC
nos animais que sofreram estresse por contengdo sem tratamento, esses mesmos
animais apresentaram também maior duragdo do fendmeno, o que indica aumento da
dificuldade de recuperacgao do tecido cortical. Sabe-se que no tecido cortical em boas
condi¢des, a propagacado da DAC é seguida pela interrupgéo da atividade sinaptica
espontanea e evocada, que se recupera a posteriori (GERASIMOVA et al.,2021).

Em condigdes adversas, como o estresse, a recuperagao do tecido cortical pode
ser lenta, devido ao retardo na restauragcao dos gradientes iGnicos, proveniente da
diminuicdo da atividade da Na+/K+ ATPase. Essa reducdo na restauracdo dos
gradientes iGnicos, promove alteragdes na liberagdo de neurotransmissores como o
glutamato e aspartato. O glutamato por sua vez, pode permanecer mais tempo na
fenda sinaptica, e consequentemente, influenciar a excitabilidade celular (RASIC-
MARKOVIC et al., 2009; GERASIMOVA et al.,2021).

No que diz respeito ao peso corporal, as alteracbes observadas ndo parecem
refletir efeito do estresse por contengdo. Os animais do grupo contengao
apresentaram aleatoriamente um peso corporal reduzido aos 87 dias de vida, que foi
o primeiro dia do estresse. Dados mostram que o estresse fisico pode afetar o peso
corporal tanto no sentido da redugdo, quanto do aumento (LENGLOS et al., 2013;
NAIR et al., 2021; KUTI et al., 2022). No presente estudo, a intensidade/duracao do
estresse néo parece ter sido suficiente para alterar o peso do corpo.

Por outro lado, a quercetina aparentemente reduziu o peso corporal. Pois, a

alteracdo no peso ocorreu enquanto o animal estava sendo suplementado com o
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antioxidante. O grupo estressado que recebeu quercetina durante 8 dias apresentou
reducao do peso apenas aos 94 dias de vida. O grupo que recebeu a quercetina por
15 dias, teve peso corporal menor aos 94 dias de vida, bem como no dia do
experimento. Ha evidéncias de que os flavonoides podem modular o metabolismo
lipidico (MBIKAY et al.,2018; DERAKHSHANIAN et al., 2020). Dessa forma, a
suplementagdo com quercetina pode aumentar a oxidagao, ou diminuir a sintese de
acidos graxos, contribuindo para a reducado do peso corporal (SANGEETHA et al.,
2016; DERAKHSHANIAN et al., 2020).

Diante de todo exposto, é possivel inferir que o estresse prejudica o
funcionamento do sistema nervoso, afetando, inclusive, a eletrofisiologia cerebral.
Todavia, o uso de antioxidantes, como a quercetina, e a pratica de treinamento fisico
moderado protegem o cérebro contra o efeito danoso do estresse. Assim, essas duas
estratégias representam propostas adjuvantes, de baixo custo e de beneficios
significativos na terapia de doencgas neurolégicas e de insultos ambientais que possam

afetar as fungbes neurais, como o estresse.

8 CONCLUSAO

Os achados revelam que o estresse por contengdo promove reducédo da
velocidade de propagacdo da DAC, em relacdo aos animais controles. Todavia, a
suplementacdo com quercetina ou o treinamento fisico moderado promove aumento
da velocidade de propagacdo daquele fenbmeno nos animais estressados. Além

disso, o estresse promove aumento da duracdo e da amplitude da DAC.

Os tratamentos apresentados no presente trabalho demonstram efeito protetor
da atividade elétrica cerebral de ratos que sofreram estresse por contengdo. O
trabalho apresenta algumas limitacdes, tais como a auséncia de dosagem de enzimas
oxidativas e se o efeito da suplementacao seria persistente. Experimentos adicionais

poderéo esclarecer essas questodes.
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