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RESUMO

Durante o cotidiano, estimulos estressantes podem levar a consequéncias como
transtornos de humor e comportamento, como ansiedade e depressdao. A organizagdo
mundial da salde incentiva pesquisas sobre mecanismos neurobioldgicos e intervencées
farmacoldgicas para resolver a problematica. A fitoterapia, especialmente no Brasil, é
uma opg¢ao promissora de estudo devido ao seu bioma rico e pouco explorado, bem como
pela acessibilidade e baixo custo dos compostos derivados. Um exemplo de potencial
fitoterapico é a Acromia aculeata devido as suas propriedades anti-inflamatdrias e
antioxidantes. Dessa forma, o trabalho possui como objetivo principal avaliar o efeito da
administracdo aguda do 6leo da polpa da bocaiuva (OPB) na modulacdo do
comportamento do tipo ansioso, déficit de extincdo de memdria e anedonia, bem como
alteracdes sobre o sistema antioxidante induzidos pelo estresse agudo de derrota social
em camundongos C57bBI/6 machos. Para isso camundongos machos C57BI/6 (n=40)
foram alocados igualmente em quatro grupos distintos: um grupo néo tratado, um grupo
submetido a um protocolo de estresse agudo, um grupo tratado com éleo de polpa de
Acromia aculeata (OPB) e um grupo exposto a tratamento e estresse com OPB. Os
camundongos foram tratados durante trés dias consecutivos com OPB (15mg/kg), via
gavagem, e submetidos a um estresse agudo por derrota social (SD). 72 horas apos a SD,
0s animais foram submetidos, nesta ordem, ao labirinto em cruz elevado, para medir o
comportamento do tipo ansioso, condicionamento ao som e ao contexto para medir a
aquisicao, consolidacdo e extingdo de memdria aversiva e teste de respingo a sacarose
(splash test) para medir anedonia. Amostras de sangue periférico foram obtidas em trés
momentos diferentes (basal, pos-tratamento e conclusdo do protocolo — apds os testes
comportamentais) para analisar as populacdes de leucdcitos, eritrocitos e plaquetas. Além
disso, foi avaliada a capacidade antioxidante do extrato no hipocampo e cortex pré-frontal
dos animais pelas metodologias de DPPH e ABTS, e verificacdo sobre o sistema
antioxidante por meio da quantificacdo de glutationa reduzida e peroxido de hidrogénio.
Os dados coletados foram avaliados estatisticamente por meio do teste ANOVA de duas
ou trés vias, com um limite de significancia definido em P < 0,05. A aprovacéao do projeto
foi obtida junto ao Comité de Etica no Uso de Animais (3979091121). N&o foram
observadas diferenca estatistica entre 0s grupos experimentais analisados em todos os
testes comportamentais realizados, ndo foi observada diferenca estatistica sobre o sistema
antioxidante in vitro. Além de nao ser detectada toxicidade do tratamento quando avaliada
os resultados sobre o sistema hematopoiético dos camundongos. Portanto é possivel
avaliar que o protocolo de estresse agudo de derrota social, o tratamento com o OPB e a
interacdo dos fatores ndo é capaz de induzir comportamento do tipo ansioso, déficit da
extingdo de memoria e anedonia e modulacéo do sistema antioxidante in vivo.

Palavras chaves: Fitoterapia, comportamento, neurociéncia



ABSTRACT

During daily life, stressful stimuli can lead to consequences such as mood and behavior
disorders, such as anxiety and depression. The World Health Organization encourages
research on neurobiological mechanisms and pharmacological interventions to address
this issue. Phytotherapy, especially in Brazil, is a promising option for study due to its
rich and underexplored biome, as well as the accessibility and low cost of derived
compounds. An example of potential phytotherapy is Acromia aculeata due to its anti-
inflammatory and antioxidant properties. Thus, the main objective of this work is to
evaluate the effect of acute administration of bocaiuva pulp oil (BPO) on the modulation
of anxious behavior, memory extinction deficit, anhedonia, and changes in the antioxidant
system induced by acute social defeat stress in male C57BI/6 mice. For this purpose, male
C57BI/6 mice (n=40) were equally allocated into four distinct groups: an untreated group,
a group subjected to acute stress protocol, a group treated with Acromia aculeata pulp oil
(BPO), and a group exposed to both treatment and stress with BPO. The mice were treated
for three consecutive days with BPO (15mg/kg), via gavage, and subjected to acute social
defeat stress (SD). 72 hours after SD, the animals were subjected, in this order, to the
elevated plus maze to measure anxious behavior, sound and context conditioning to
measure the acquisition, consolidation, and extinction of aversive memory, and the splash
test to measure anhedonia. Peripheral blood samples were obtained at three different times
(baseline, post-treatment, and conclusion of the protocol — after behavioral tests) to
analyze the populations of leukocytes, erythrocytes, and platelets. In addition, the
antioxidant capacity of the extract in the hippocampus and prefrontal cortex of the animals
was evaluated using the DPPH and ABTS methodologies, and the antioxidant system was
assessed by quantifying reduced glutathione and hydrogen peroxide. The collected data
were statistically evaluated using two- or three-way ANOVA, with a significance level
set at P < 0.05. Project approval was obtained from the Animal Ethics Committee
(3979091121). No statistically significant differences were observed among the
experimental groups in all behavioral tests conducted, and no statistically significant
differences were observed in the antioxidant system in vitro. Furthermore, no toxicity of
the treatment was detected when evaluating the results on the hematopoietic system of
the mice. Therefore, it is possible to conclude that the acute social defeat stress protocol,
BPO treatment, and the interaction of these factors are not capable of inducing anxious
behavior, memory extinction deficit, anhedonia, and modulation of the antioxidant
system in vivo.

Keywords: Phytotherapy, behavior, neuroscience
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1. INTRODUCAO/ REFERENCIAL TEORICO
1.1 Estresse

Durante o cotidiano, 0s seres humanos sdo expostos a diversos estimulos que
podem estar relacionados a diferentes contextos. Esses estimulos podem ser téteis,
visuais, sonoros, olfativos e gustativos. E correto afirmar que ao ser apresentados a um
ou a uma série de estimulos, o ser humano ira manifestar uma reacdo (Valenti et al., 2012).

A depender da intensidade, periodicidade e aplicacdo do estimulo, é possivel gerar
uma resposta danosa ao corpo humano. Quando isso ocorre, comumente o fator causal
desse fendmeno é chamado estimulo estressor. O estresse pode ser entendido como
qualquer alteracdo que leve a um quadro de desgaste fisico, psicolégico ou emocional,
podendo ser compreendido também como a resposta do corpo frente a qualquer
interferente que exija atengéo ou agdo (Monroe & Cummins, 2015a). O estresse também
pode ser definido como uma desarmonia (cacostase ou alostase), contrabalanceado por
respostas fisiolégicas e comportamentais que visam manter e/ou reestabelecer a
homeostase que foi ameagada. Esse evento € chamado de resposta adaptativa ao estresse
(Chrousos, 2009).

Durante a vida, todos 0s seres humanos vao ser expostos a estimulos que causem
estresse. A ciéncia por meio do método cientifico busca entender os processos
moleculares, celulares, teciduais, sistémicos e comportamentais que ocorrem quando
acontece a apresentacdo a um desses estimulos (Attia et al., 2022; Yun-Zi Liu, 2017).

Individuos que sdo expostos a ruidos com alta intensidade podem ter maior
probabilidade ao desenvolvimento de quadros patologicos (K.-H. Chen et al., 2020;
Hahad et al., 2019). Até mesmo a postura corporal incorreta ou que cause desconforto
muscular no ambiente de trabalho esta correlacionada ao aparecimento de certas doencas
(BRATTIG et al., 2014). Dessa forma, é visivel que o estresse pode modular radicalmente
a vida dos seres humanos e nesse sentido podem modular o comportamento dos
individuos (Cannizzaro et al., 2019).

O ser humano é um animal social e por esse motivo relagdes interpessoais ruins
podem gerar estresse. Nesse cenario, diversos protocolos sdo desenvolvidos tentando
mimetizar essas situacbes. A partir dessas metodologias é possivel analisar o
desenvolvimento de sindromes cognitivas e comportamentais, buscar compreender as
modificages fisioldgicas em um individuo exposto a essa situacao, e, consequentemente,
buscar intervencfes para levar a melhoria de qualidade de vida para essa pessoa e
promover a saude (Cohen et al., 2016; Yu et al., 2007).
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Os processos cognitivos envolvendo memoria e transtornos como ansiedade e
anedonia podem ser modulados por situacées em que o individuo enfrentard durante a
vida. Caso o0 ser humano seja exposto a situagcdes que causem um impacto positivo ou
negativo, irdo acontecer modificacbes fisiolégicas que podem gerar mudancas
comportamentais, interferindo, dessa maneira, no estilo de vida do individuo (Lukasik et
al., 2019).

Quando ocorre a apresentacdo de um estimulo estressor como um trauma, 0 corpo
pode agir imediatamente realizando a liberacdo de monoaminas. Nesse cenario, 0sS
neurbnios pertencentes aos nucleos hipotalamicos ativam o sistema simpatico, liberando
assim adrenalina e noradrenalina pela medula da glandula suprarrenal (adrenal) (Eto et
al., 2014). Ao mesmo tempo, ocorre estimulacdo do eixo hipotalamo- hip6fise- adrenal
(HPA) (Herman et al., 2016) . Os neurdnios parvocelulares do nucleo paraventricular do
hipotalamo secretam o fator liberador de corticotrofina (CRF), que quando age na hipéfise
anterior promove a sintese do hormdnio adrenocorticotrofico (ACTH). O ACTH, por via
porta-hipofisaria, atua no cortex da glandula suprarrenal, promovendo, em alguns
minutos, a secrecdo de corticosteroides (cortisol em seres humanos e corticosterona em
murinos) (Aguilera, 1994; A. R. Ramos et al., 2016).

Os glicocorticoides sdo um grupo de moléculas utilizados amplamente na clinica
como anti-inflamatérios classicos; isso significa que a utilizacdo dessa classe
farmacéutica leva a uma diminuicdo do quadro inflamatério (Reul et al., 2015).
Entretanto, em algumas areas do sistema nervoso central (SNC) como o cortex frontal e
0 hipocampo, os glicocorticoides agem de maneira pro inflamatoria (Munhoz et al., 2006,
2010). Por exemplo, o tratamento com glicocorticoide pode levar a uma superregulacao
de receptores do tipo NOD contendo o dominio 6 (NLRP6), receptores do tipo NOD,
além de modular a expressdo de quimiocinas e receptores de células T, que sdao moléculas
que podem estar associadas ao processo pré inflamatorio (Sun et al., 2013).

Além disso, o estresse cronico pode modular negativamente a ativacdo da Na/K
ATPase, levando a um aumento do estresse oxidativo sem induzir morte neuronal.
Ademais, foi demonstrado que a inibi¢do de 6xido nitrico sintase induzida (iNOS) ou de
ciclooxigenase 2 (COX-2) foi responsavel por prevenir a peroxidacao lipidica e a perda
da atividade da bomba de sodio potasseio ATPase (Na/K ATPase) (Gamble-George et
al., 2016; Hovatta et al., 2005; Novaes, dos Santos, Dragunas, et al., 2018; Novaes, dos

Santos, Perfetto, et al., 2018). Além disso, o aumento da liberagdo dos glicocorticoides
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também esta associado ao desenvolvimento de ansiedade e do déficit de extingdo da
memoria aversiva em humanos e roedores (Maren, 2022).

Como j& mencionado, ao presenciar um estimulo estressor, o animal (murino ou
humano) tem ativagdo em ondas de marcadores de estresse ligados aos sistemas
monoamiérgicos e a secrecdo de corticosteroides (de Quervain et al., 2019). Esses eventos
podem ser correlacionados a ativacao de vias que geram inflamacdo e estresse oxidativo,
que pode ter inicio ap6s ativacdo de células pertencentes ao sistema nervoso como as
microglias (Naim et al., 2015). Esse tipo celular, que atuam defendendo o SNC frente a
estimulo danosos, pode expressar receptores para glicocorticoides e mineralocorticoide e
dessa forma podem modular a regulacdo do eixo HPA. Podem também alterar expressdo
de citocinas pré-inflamatérias como interleucina 1 (IL-1). Além disso, as micrdglias sdo
capazes de sintetizar cisteina, percussor da glutationa (GSH), importante agente
antioxidante. Assim, o estresse pode estar relacionado a quadros inflamatorios e oxidantes
que podem modular negativamente processos cognitivos como memoria, ansiedade e
anedonia (Vilhardt et al., 2016; Xu et al., 2016).

1.2 Implicagdes do estresse

A vida moderna expde diariamente os serem humanos a uma quantidade
imensuravel de informacdes e estimulos. Essa exposicdo exacerbada, considerada um
agente estressor para alguns individuos, provoca alteracdes neuroenddcrinas e
comportamentais, como ja pontuado. Entretanto, ndo sdo todos os estimulos que podem
ser considerados um estimulo estressor; para isso, ele precisa exceder a capacidade do
individuo de mudar e se adaptar (Mariotti, 2015a).

Como visto, 0 estresse pode atuar de diversas maneiras no corpo humano e a
resposta biologica frente a ele varia de acordo com o tipo de estimulo, sua intensidade e
periodicidade. O estimulo estressor pode ser aplicado de maneira Gnica ou com uma
quantidade pequena de apresenta¢fes. Quando isso ocorre, € dito que ocorreu um estresse
agudo. Quando esse estimulo é repetido por um grande periodo, é dito que ocorreu um
estresse prolongado ou cronico (Yaribeygi et al., 2017).

Os estresses agudo e crénico podem desencadear diversas alteracdes de carater
fisiologico que podem se transformar em patologias, sindromes e consequentemente
impactar negativamente a vida dos individuos (Mariotti, 2015b). Os estimulos estressores

e suas respectivas respostas podem estar associados a alteragdes do sistema imunoldgico,
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levando ao seu comprometimento e a promocdo da sintese de células imunologicas
disfuncionais (Bains & Sharkey, 2022). Podem também estar associados ao
comprometimento da funcdo cognitiva, modulando positivamente comportamentos
relacionados a ansiedade, levando & piora do sono, aumentando a distracéo e prejudicando
os sistemas de memaria (Han et al., 2020; Kasimay Cakir et al., 2017; Naim et al., 2015;
Narita-Ohtaki et al., 2018). Além disso, podem modular a nocicepcdo e também vias
inflamatorias, dessa forma auxiliando o prognostico negativo de doencas como dor
cronica e doengas com carater inflamat6rio como o lUpus eritematoso (Jolly & Katz, 2022;
Lindfors et al., 2017; Timmers et al., 2019).

No SNC, o estresse age de maneira diferente em diferentes estruturas. Por
exemplo, no hipocampo e regibes do cortex frontal, o estresse pode gerar atrofia
dendritica, reduzir estruturas celulares e diminuir a densidade neuronal, levando a uma
reducdo do volume da estrutura (Lucassen et al., 2014). Ja em nacleos amigdalares, como
0 complexo basolateral (BLA), 0 estresse tem ac¢des contrarias, gerando uma hipertrofia
dendritica e hiperatividade desta regido (Mitra et al., 2005; Novaes, dos Santos, Perfetto,
et al., 2018). O estresse ocupacional de longo prazo pode levar a atrofia dos glanglios da
base e reduzir a massa cinzenta no cortex pré-frontal (PFC). Esses efeitos sdo observados
tanto em roedores quanto em humanos. Ao examinar o cérebro de pessoas submetidas a
estresse cronico foi possivel notar que as alteracdes morfologicas observadas sédo
equiparadas a pacientes portadores de transtorno depressivos, associando dessa forma o
estresse a patogénese desses transtornos (Blix et al., 2013).

O estresse psicoldgico pode induzir a resposta imunologica que estd comumente
relacionada a resposta frente a patdgenos e a danos teciduais, levando aumento das
concentragdes de citocinas circundantes e de células de defesa como linfocitos (Glaser &
Kiecolt-Glaser, 2005). De fato, existe uma interligacdo da resposta estressora e o sistema
imunoldgico a partir da perspectiva evolutiva. O cérebro decodifica o estimulo estressor
como um perigo iminente e por isso ativa mecanismos fisioldégicos que permitem a
protecdo de danos e consequentemente restauracdo da homeostase (Maier & Watkins,
1998).

A resposta neuroimunoldgica frente ao estresse é bidirecional, uma vez que
ativacdo do sistema imune e a producdo de citocinas leva o corpo a liberar hormdnios
envolvidos na resposta ao estresse, como 0s glicocorticoides (GCs). Concentragdes
permanentes e anormais de citocinas e mediadores quimicos relacionados ao estresse no

cérebro podem levar dano ao parénguima, que pode evoluir para a morte de neurdnios e
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celulas da glia, contribuindo dessa maneira para mudancas estruturais no cérebro,
predispondo ao aparecimento ou piora de doengas neurodegenerativas, como as doencas
de Alzheimer e Parkinsson, além dos transtornos de humor, como a depressdo e
transtornos de ansiedade e de estresse, como o de estresse pds-traumatico (Gu et al., 2012;
Mariotti, 2015c).

O estresse pode, ainda, levar a modulagdo de células hematopoiéticas pela
liberacdo da noradrenalina pelas fibras neuronais simpéticas que atuam nos vasos
sanguineos localizados na medula dssea. Essa catecolamina atua sobre as células tronco
mesenguimais, levando a diminui¢éo da quimiocina CXCI12, aumentando a proliferacao
de células tronco hematopoiéticas e mobilizacdo de leucdcitos na corrente sanguinea
(Heidt et al., 2014). Vem sendo observado que o estresse ocupacional em seres humanos
gera aumento dos leucocitos circundantes, levando assim a sustentacdo do argumento que
0 estresse provoca a manutencdo da reacdo inflamatoria mediada por alteragOes
neuroimunologicas (Mariotti, 2015b).

O estresse pode ainda modular processos mnemdnicos, podendo ter efeitos
diversos na memdria humana, prejudicando os processos de evocacéo e consolidacao de
memoria, principalmente aversivas. Criangas em idade escolar expostas a estresse cronico
demonstraram prejuizo no aprendizado de novas tarefas e relataram sintomas de
ansiedade e anedonia (Valizadeh et al., 2012; Vanaelst et al., 2012).

Em termos moleculares, o estresse pode contribuir positivamente para 0 aumento
do estresse oxidativo, uma vez que aumenta a concentracdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS). E bem estabelecido que a ativacdo dos receptores de glicocorticoides
(GR) por seus ligantes leva ao dano oxidativo neuronal, aumentando a concentragédo de
glutamato e calcio e diminuindo a concentracdo de enzimas com carater antioxidante
(Joergensen et al., 2011; McIntosh & Sapolsky, 1996).

A exposicdo ao estresse também é associada a uma piora do sono. Pacientes
portadores de estresse pds traumatico relatam piora da qualidade do sono, presenca de
pesadelos e dificuldade da manutencdo do sono. Durante o sono, a atividade neuronal e
processos como o metabolismo da glicose sdo reduzidos para que ocorra um efeito
antioxidante no corpo. Com esse processo prejudicado, existe a possibilidade de um maior
estresse oxidativo no individuo e, consequentemente, o aparecimento de doencas (Al
Jowf et al., 2022). Finalmente, é possivel que ao modular sistema de oxidacao, o estresse

esteja ligado indiretamente a genotoxicidade, podendo dessa maneira interferir em
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processos de expressdo proteica e de reparo a danos do DNA e, consequentemente,
envolvido na patogénese de doencas (Garcia-Medina et al., 2017).

Como ja mencionado, o estresse agudo ou cronico pode interferir em
diversos processos bioquimicos e metabdlicos, sendo um deles a modulagéo negativa do
sistema antioxidante, levando ao estresse oxidativo (EO), que pode aumentar a
peroxidacdo lipidica no cérebro. Esse evento pode estar ligado a morte de células
neuronais e ao comprometimento de diversas fun¢des cogninitvas (Méndez-Armenta et
al., 2014; Poh Loh et al., 2006)

O EO pode ser definido como um desequilibrio entre a producgéo e o acumulo de
espécies reativas de oxigénio (ROS), que ocorre nas células e/ou tecidos, e a capacidade
de um sistema bioldgico desintoxicar os produtos reativos. Esse mecanismo pode levar a
interrupcao da sinalizacdo redox e de controle a dano molecular (Sies, 2020).

As ROS sdo geradas a partir de subprodutos do metabolismo do oxigénio e
desempenham diversas fungfes nos sistemas bioldgicos como fosforilacdo de proteinas,
ativacdo de fatores de transcri¢do, processos de diferenciacédo celular. Fatores estressores
ambientais (radiacdo ultravioleta, ionizantes, poluentes) e xenobioticos (compostos
quimicos exogenos a um sistema biolégico) podem levar ao aumento da producdo de
ROS, gerando um dano (estresse oxidativo) (Pizzino et al., 2017).

AS ROS sdo classificadas como uma classe de moléculas altamente reativas que
derivam do oxigénio e podem se expressar em radicais livres como o anion superéxido
(O2-), radical hidroxila (HO-), 6xido nitrico (NO) ¢ peroxinitrito (ONOO-), e espécies
ndo radicais, como por exemplo, o perdxido de hidrogénio (H20) (Filomeni et al., 2015a;
Jones, 2008a; Teleanu et al., 2022a)

O processo de geracdo de ROS pode causar efeitos nocivos a estruturas celulares
importantes como lipideos, proteinas e acidos nucleicos e esta envolvido na patogénese
ou progressao de diversas doencas, como cancer, diabetes, doencas cardiovasculares e
que afetam o SNC como Alzheimer e esquizofrenia (Taniyama & Griendling, 2003; Wu
et al., 2013).

Devido & alta intensidade do metabolismo oxidativo, o cérebro é um tecido
associado a uma alta taxa de estrese oxidativo. Estima-se que 90% das necessidades
energéticas do cérebro sdo fornecidas por processos aerobicos. A participacao de radicais
livres na neuro regulacdo, a capacidade de mediadores e hormdnios gerarem ROS, e 0

importante teor de lipidios insaturados no tecido neural sdo fatores que colaboram para
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maior estresse oxidativo (Bourre et al., 1993; Ermakov et al., 2021; Lohr & Browning,
1995; Shibuki & Okada, 1991).

Animais que tem maior ativagdo de glutationa redutase 1 e glioxalase 1
apresentam maior fendtipo relacionados ao comportamento do tipo ansioso (Hovatta et
al., 2005). Além disso, o EO gerado pela quinurenina, metabdlico do aminoéacido
triptofano, pode estar relacionado a diminuicao da sintese do neurotransmissor serotonina
e esse mecanismo pode estar correlacionado ao comportamento de anedonia (Stanton et
al., 2019).

O EO pode também estar envolvido em processos de memaéria. Camundongos
idosos apresentam dano oxidativo em lipideos e DNA no hipocampo e no cortex cerebral
e apresentam déficit cognitivo quando submetidos ao protocolo de reconhecimento
objetos e memdria associada ao medo (NAGAI et al., 2003). O EO aumenta com o
decorrer da vida e camundongos idosos apresentam retencdo de memdria prejudicada
devido a apoptose induzido pelo EO na regido CA1 do hipocampo (Fukui et al., 2006).

A alteracé@o nos sistemas oxidantes pode afetar a expressdo génica, conformacéo
proteica e a sinalizagdo celular. Esses eventos podem levar a modificacdo da
neurotransmissao e da func@o neuronal associadas a patologias e sindromes que afetam o
comportamento (Delattre, 2005; Lebel & Bondy, 1991; Valko et al., 2007).

Para combater os danos oxidativos, as células possuem um sistema de defesa
composto por dois sistemas: um sistema enzimatico e um sistema ndo enzimatico. O
sistema enzimatico € predominantemente constituido pelas enzimas superoxido
dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx) e glutationa redutase
(GR). Por sua vez, o sistema ndo enzimatico é composto por substancias como a vitamina
C, glutationa reduzida (GSH), vitamina E, entre outras (Filomeni et al., 2015b; Islam,
2016; Teleanu et al., 2022b).

A GPx é uma enzima dependente de selénio e sua acdo antioxidante esta
intrinsicamente relacionada com as vias de EO. Essa molécula é pertencente a familia das
peroxidases e utiliza a glutationa reduzida (GSH) como cofator para catalisar a reducao
do perdxido de hidrogénio e outros perdxidos organicos em agua. A GSH, nessa reacdo
catalisada pela GPX, serve como doador de elétrons para reduzir H2O, a oxigénio e agua.
A enzima GPx ¢ regulada pelo estado redox da glutationa. A glutationa redutase faz o
processo de regeneracdo da GSH que é um processo essencial para manter a atividade da
GPx.
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Tendo em sua constituicdo os aminoacidos cisteina, glicina e acido glutdmico,
sendo classificado como um tripeptideo, 0 GSH é uma molécula cuja principal fungéo é
doar elétrons aos EROS com intuito de neutraliza-los e dessa maneira impedir os danos
celulares. Essa molécula desempenha um papel como cofator essencial para enzimas
envolvidas no metabolismo de desintoxicacdo celular e na regeneracdo de agentes
antioxidantes como o acido ascorbico (vitamina C) e o tocoferol (vitamina E). Ao
observar pacientes portadores de doengas neurodegenerativas e em modelos animais de
neuroinflamac&o, foi possivel verificar uma reducéo da concentracdo de GSH, mostrando
que essa molécula exerce importante papel na acdo de antioxidante no cérebro (Ballatori
et al., 2009; Filomeni et al., 2015b; Islam, 2016; Teleanu et al., 2022b).

A catalase ¢ uma enzima que exerce funcao essencial no processo antioxidante.
Essa molecula é capaz de decompor o peroxido de hidrogénio em agua e oxigénio. Ela
desempenha funcdo importante em tecidos que a produzem e niveis elevados de peréxido
como o figado (Nelson & Porter, 2023). A catalase esta localizada principalmente nos
peroxissomos, mas também pode ser encontrada em mitocondrias e membrana
plasmatica.

A GPx e catalase atuam de maneira a garantir a eliminacéo ou reducédo de peroxido
a concentracbes baixas para que essas ndo causem EO e consequentemente danos
celulares (Jones, 2008a; Teleanu et al., 2022b) (Jones, 2008b; Teleanu et al., 2022b).

1.3 Combate ao estresse

Existem diversas maneiras de diminuir os efeitos gerados pelo estresse e essas
intervencdes sdo importantes para promover a salde e impedir a progressao ou
aparecimento de doencas relacionadas a ele. Como visto anteriormente, 0 estresse é
natural e ocorre de maneira cotidiana nos seres humanos, entretanto alguns estimulos
podem gerar 0 aparecimento ou progressao de certos quadros patolégicos, demandando,
assim, intervencdes terapéuticas, farmacoldgicas ou ndo (Smyth et al., 2020; Worthen &
Cash, 2021).

A depender do estimulo estressor e da resposta do individuo, é preciso uma
intervencdo terapéutica para que a homeostase seja reestabelecida, 0s comportamentos
restaurados e, consequentemente, a salde do individuo. Isso pode ser feito de diversas
maneiras (Worthen & Cash, 2021).
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A primeira intervencéo a ser realizada é a ndo-farmacoldgica, sem a utilizacdo de
medicamentos, onde se busca a mudanca no estilo de vida, modificacbes na dieta,
realizacBes de atividades fisicas regulares (Smyth et al., 2020). Entretanto, em certos
casos, € preciso lancar mdo da farmacologia para reestabelecer a saude do individuo e
isso pode ser feito utilizando medicamentos, como os fitoterapicos (Esch & Stefano,
2010). Neste sentido, diversos grupos de pesquisa buscam descobrir moléculas e
compostos eficazes a promover satde em individuos que foram submetidos a estimulos
estressores. A fitoterapia, por meio do tratamento com compostos naturais advindos de
plantas, pode reestabelecer comportamentos prejudicados e fazer com que individuos
estressados possam seguir normalmente com suas respectivas vidas (Can et al., 2020).

A depender da geolocalizacdo e do tempo, nas plantas é possivel encontrar
diversos compostos que possuem diferentes atividades bioldgicas, sendo alguns deles
capazes de modular vias de sinalizagdo relacionadas a processos oxidativos e
inflamatdrios, que estdo alteradas quando um individuo é apresentado a um estimulo
estressor. Assim, o tratamento fitoterapico apresenta-se como uma terapia eficaz frente
ao estresse (Kure et al., 2017; Rodriguez-Yoldi, 2021).

Diversas classes quimicas que compdem o0s extratos vegetais podem ser eficazes
frente ao estresse. Uma delas s@o os compostos fendlicos, que possuem atividade
biologica e sdo amplamente utilizados nas pesquisas cientificas que visam, alem de
entender seu mecanismo de acdo, desenvolver intervencdes terapéuticas para tratar e
melhorar progndésticos de quadros patolégicos (Albuquerque et al., 2021). Nas plantas, 0s
compostos fenolicos estdo relacionados a defesa frente a agentes bacterianos e fungicos,
entretanto eles podem incorporar substancias atrativas para acelerar a polinizacéo,
coloracdo para camuflagem e defesas contra herbivoros (Acamovic & Brooker, 2005;
Alasalvar et al., 2001; Edreva et al., 2007). Esses compostos possuem em sua composicdo
um anel aromético e carregam um ou mais radical hidroxila (Velderrain-Rodriguez et al.,
2014a). Outros compostos como os polifendis (por exemplo, os flavonoides), taninos e
acidos fenolicos (por exemplo, o &cido galico) podem estar envolvidos em mecanismo
antioxidantes, diminuindo o risco de sindrome metabdlica e até mesmo melhorando
quadros patolégicos, como a diabetes e quadros inflamatorios nos rins e no cérebro (lwai
et al., 2006; Velderrain-Rodriguez et al., 2014b).

A ingestdo de alimentos e insumos que possuem flavonoides esta relacionada a
diminuicdo de biomarcadores associados a inflamagéo, como as citocinas IL-6, IL-1b e

TNFa, e a enzima ciclooxigenase-2. Esse grupo de moléculas parece inibir a ativacdo de
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vias inflamatorias como as da MAPK, AP-1 e ativacdo do fator de transcricdo NFKB (Al-
Khayri et al., 2022). Os flavonoides podem ainda estabilizar a concentragdo do fator de
transcricdo Nrf-2 (fator nuclear eritroide 2-relacionado ao fator 2), reduzindo o estresse
oxidativo e melhorando a disfungdo mitocondrial. Eles podem, também, se ligar ao sitio
de acdo da adenosina trifosfato (ATP) da enzima PI3K (fosfatidil-inositol 3-quinase),
inibindo sua atividade, ativando assim vias de sobrevivéncia celular. Por fim, esses
compostos podem ativar a enzima AKT/ proteina quinase B, modulando positivamente a
sobrevivéncia celular em neurénios corticais (Uddin et al., 2020).

Visto as vias bioquimicas que podem ser moduladas perante o tratamento com
compostos derivados de plantas, essa area de conhecimento merece ser amplamente
estudada, sendo necessario investigar os seus efeitos em diversos quadros patologicos. O
estresse, como visto anteriormente, é capaz de gerar alteracdo em vias inflamatorias,
oxidativas e proliferativas e, consequentemente, Sdo necessarias pesquisas para entender
seus efeitos, visando intervencdes terapéuticas que melhorem a qualidade de vida do

individuo. Assim a fitoterapia se mostra uma excelente opgdo nesse cenario.

1.4 Fitoterapia

Produtos naturais referem-se a um amplo e diversificado grupo de substancias de
origem animal ou vegetal que incluem desde extratos a compostos isolados. Atualmente,
vem crescendo o interesse para investigar os efeitos que esses compostos possuem e uma
vasta gama de linhas cientificas se abre com intuito de compreender mais sobre a
dindmica desses produtos (Harvey et al., 2015).

A utilizacdo de plantas ou parte delas (flor, folha, caule, raiz), conhecida como
fitoterapia, ganha destaque no cenario mundial devido a sua maior acessibilidade e baixo
custo.

A fitoterapia pode ser definida como uma disciplina médica que permite o correto
uso de plantas e/ou derivados (fitoterapicos ou fitomedicamento) utilizados com o
objetivo de prevencdo ou cura para tratar ou prevenir doencas humanas e animais
(Firenzuoli et al., 2005; Yasmin et al., 2020).

Os fitoterapicos sdo medicamentos que possuem origem vegetal e apresentam
acdo terapéutica, gerando, portanto, diversas respostas fisiolégicas no organismo. Os
componentes responsaveis pelas atividades farmacologicas sdo as diferentes

concentragdes e natureza de compostos quimicos presente no vegetal, e, como ja
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mencionado, a depender da geolocalizacdo e estacdo do ano, os ativos farmacoldgicos
podem se modificar e dessa forma estarem relacionados a diferentes atividades bioldgicas
(Tlili et al., 2019).

A utilizacdo de plantas para fins medicinais é uma das praticas mais antigas do
mundo. Formas independentes de cura utilizando plantas foram desenvolvidas em
diferentes partes do mundo. S&o exemplos a Ayurveda na india, a medicina Kampo no
Japdo e a medicina tradicional chinesa (MTC) (L. Zhang et al., 2012). Cerca de 80% da
populacdo mundial utiliza a medicina tradicional para combater distarbios e doencas
leves (King & Homsy, 1997). E possivel observar uma preocupagio maior em se ter uma
alimentacdo adequada e balanceada, incluindo ervas aromaticas e condimentadas, como
exemplo o gengibre e o alho, que parecem possuir acéo anti-inflamatdria e antioxidante
(Mashhadi et al., 2013).

O inicio do século XIX, marcado pela descoberta da morfina, serviu como o
comeco da busca racional de compostos ativos em plantas (Hamilton & BAskett, 2000;
Joo, 2014). Durante a década de 1930 ocorreu a mudanca da pesquisa com extratos brutos
e produtos naturais parcialmente purificados para compostos puros (Joo, 2014).
Entretanto durante os séculos XX e XXI, o campo de pesquisa utilizando a quimica
avancou muito rapido, de forma que os compostos sintéticos ganhassem visibilidade para
0 desenvolvimento de drogas, ocorrendo, assim, uma perda de interesse nessa area de
pesquisa. No entanto, a diversidade quimica limitada de compostos sintéticos levou a
menos aprovacdes de medicamentos, 0 que promoveu um retorno a pesquisa de
medicamentos baseado em produtos naturais (Joo, 2014; Zhu et al., 2012). Portanto a
fitoterapia se desenvolveu principalmente de duas maneiras: a primeira baseada no
empirismo transmitido por meio de conhecimento popular por meio da cultura e o
segundo, utilizando principios cientificamente verificaveis (Heidt et al., 2014).

De acordo com Newman e Cragg (2020), um terco dos medicamentos aprovados
pela Food and Drug Administration (FDA), EUA, entre 1981 a 2014 foram baseados em
produtos naturais. A utilizacdo do conhecimento popular como fonte para encontrar novos
compostos ativos foi essencial para esse processo.

A fitoterapia moderna e racional ndo é uma medicina alternativa, mas sim utiliza
do método cientifico para encontrar produtos que sejam biologicamente ativos e causem
efeitos farmacoldgicos utilizando metodologias previamente padronizadas (Colalto,
2017; Zimmermann-Klemd et al., 2022).
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O tratamento utilizando fitoterdpicos usualmente é percebido como natural e
consequentemente inofensivo, entretanto a utilizacdo desses compostos pode levar ao
aparecimento de efeitos adversos e a interacdo com terapias convencionais pode gerar
riscos, como a diminuigéo da eficiéncia da terapia convencional (Zimmermann-Klemd et
al., 2022).

Diversos estudos vém sendo desenvolvidos de maneira a comprovar os efeitos
bioldgicos de ativos pertencentes a plantas, como a Achillea millefolium, popularmente
conhecida como mil-folhas ou erva de carpinteiro e comumente utilizada na medicina
tradicional europeia e asiatica para o tratamento de Ulceras diabéticas, cortes e feridas
(Benedek & Kopp, 2007). A Aloe vera, conhecida popularmente como babosa, pode ser
utilizada para doencas de carater epitelial e cicatrizacdo devida as suas propriedades anti-
inflamatdrias (Hekmatpou et al., 2019). llex paraguariensis, a erva-mate, demonstrou
atividade imunomoduladora e anti-inflamatoria (Vitale et al., 2022).

Além das acgdes sistémicas, os fitoterapicos podem atuar sobre 0 SNC e modifucar
alguns comportamentos relacionados as doengas neuroldgicas. Estudos mostraram que o
extrato hidroalcoolico de Rosmarinus officinalis L., o alecrim, modula os
comportamentos de aprendizado e memaria nos testes de reconhecimento social e esquiva
inibitoria (Zanella et al., 2012). O extrato hidroalcéolico Eryngium planum L. (eringio)
modula comportamento de memoria de longo prazo, além de diminuir as concentracoes
de acetilcolinesterase e butirilcolinesterase no cortex pré-frontal e hipocampo, regides
que podem estar relacionados aos comportamentos de memoria (Ozarowski et al., 2015).

O extrato hidroalcoolico da flor de Abelmoschus manihot (Linn.), o hibisco, age
também modulando a memdria e aprendizado nos testes de reconhecimento de objeto
novo e esquiva inibitdria, aumentando a concentracdo do fator neurotréfico derivado do
cérebro (BDNF), da enzima tirosina quinase B (TrKB) e do receptor do glutamato 1
(GIuR1). (Zhou et al., 2020). Além desses, a camomila, 0 maracuja e o acafrdo sdo
relacionados a mitigacdo da ansiedade e de sintomas depressivos, apresentando um perfil
favoravel quando comparados com tratamentos convencionais (Ozarowski et al., 2015).

A partir desses produtos podem também serem utilizados 6leos naturais advindos
de plantas, e esses sdo relacionados ao tratamento de ansiedade e de sintomas depressivos
devidos aos compostos bioativos presentes em sua composic¢do. Os dleos advindos de
Jasminum sambac (L.)Ait.(jasmim arabe) e Citrus aurantium L.(laranja da terra), sdo

eficazes no tratamento de quadros de ansiedade (Tan et al., 2023; N. Zhang & Yao, 2019).
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O Brasil, devido a sua grande extensdo territorial e biomas extremamente
diversos, possui um potencial grande para abrigar diversas plantas com efcécia
farmacoldgica. A regido centro-oeste destaca-se nesse cenario ao abrigar dois biomas e o
desenvolvimento intenso de pesquisas utilizando a bioprospeccdo. Nesse contexto, um
vegetal que ganha notoriedade € a Acromia aculeata, conhecida popularmente como
bocaiuva (Mazzari & Prieto, 2014, Palhares et al., 2021).

1.5 Acromia aculeata

Acromia aculeata pertence a um género de palmeiras encontrada nos tropicos.
Trata-se de plantas que suportam diversas condi¢des climaticas como baixas temperaturas
e escassez temporaria de dgua (Nunes et al., 2018a).

A bocaiuva € uma planta utilizada usualmente para o setor culinario e industrial,
entretanto as suas propriedades terapéuticas sdo pouco conhecidas (Duarte et al., 2022).
A Acromia aculeata pode oferecer dois tipos de 6leo, 0 6leo polpa de bocaiiva (OPB),
que € utilizado para a industria de cosméticos e como biodiesel e o dleo de améndoa,
considerado mais nobre, que é destinado a culinaria (Aristone F. & Leme F.M, 2006;
César et al., 2015).

Devido a sua popularidade e as diversas atividades biolégicas, o OPB é um
composto que vém sendo alvo de diversos estudos atuais (Raspe et al., 2013). Em sua
composicdo quimica encontram-se doze &cidos graxos, a maioria insaturados, sendo o
acido oleico o mais abundante (72%), seguido por 16% de &cido palmitico (COSTA et
al., 2020; Tilahun et al., 2019). A polpa da bocaiuva possui uma boa qualidade nutricional
contendo cerca de 1,7% de minerais totais, 17% de lipideos, 2% de proteinas, 22,8% de
carboidratos totais, 13,76% de fibra e valor energético estimado em 167,67 Kcal/100g de
polpa Umida. As améndoas apresentam alto teor lipidico (51,7%), proteinas em torno de
17,6% e 15,8% de fibras (Hiane et al., 2006). E encontrada uma concentracéo robusta de
carotenoides, como o B-caroteno, além de altos teores de tocoferois, cobre, zinco e
potéassio (Coimbra & Jorge, 2011; M. I. L. Ramos et al., 2007).

O OPB atrai interesse biotecnolégico uma vez que possui diversas atividades
biologicas (Lescano, Oliveira, et al., 2015a). Entretanto é necessaria a execucdo de
projetos de pesquisas para analisa-las, uma vez que o produto carece de estudos para
verificar a sua correta funcionalidade (Kittang et al., 2014). Além disso, justifica-se a

utilizacdo do OPB como alvo de pesquisa pela sua alta composi¢cdo por compostos
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antioxidantes como flavonoides, carotenoides e tocoferois. Dentre os &cidos graxos que
compbem o OPB, os acidos linoleico e oleico ganham destaque (Hiane et al., 2006). Essa
composigdo quimica e de grande interesse por parte da sociedade que busca a melhora da
salide ao substituir a gordura de origem animal na alimentagdo (Coimbra & Jorge, 2011).

Dados cientificos demonstraram que a utilizagdo do OPB pode ser benéfica para
0 ser humano e que sua atividade bioldgica pode agir de maneira positiva sobre 6rgéos
como coracdo e figado (Magosso et al., 2016). Foi mostrado que o OPB pode levar a
reducdo de fatores de risco para doenga coronariana, uma vez que promove a melhora do
perfil lipidico, inibicdo da oxidacdo de lipidios e DNA, diminuicdo da resisténcia a
insulina e inflamag&o (Calder, 2017; Gillingham et al., 2011). Ainda, a Acromia aculeata
possui propriedade anti-inflamatéria (COSTA et al., 2020a), antimicrobiana, antitumoral
(Candida et al., 2014), antigenotoxica (Ceésar et al., 2015). Alem disso, pode influenciar
na microbiota humana e impedir processos infecciosos (Monteiro-Alfredo et al., 2021).

O tratamento com Acromia aculeata pode inibir a migracdo de leucdcitos para o
foco inflamatorio e essa agéo €, possivelmente, mediada por compostos fendlicos e acidos
graxos, que sdo capazes de reduzir mediadores inflamatorios como citocinas e 0xido
nitrico (Ventro et al., 2017; Wiktorowska-Oweczarek et al., 2015), bem como a producéo
de radicais livres por macréfagos (Guidoni et al., 2019; Zadeh-Ardabili & Rad, 2019).
Também foi demonstrado que o OPB contém altas concentragdes de compostos
antioxidantes como os carotenoides (Araujo Sousa et al., 2021; Lescano, Oliveira, et al.,
2015a; Sanjinez-Argandofia & Chuba, 2011) e a-tocoferol (Coimbra & Jorge, 2011). O
[-caroteno pode ser capaz de suprimir a liberacéo de citocinas como a IL-1p, IL-6 e TNF-
a pela inibi¢ao das vias de sinalizagdo NFKB, JAK2/STAT3 e JNK/p38 MAPK em
macrofagos (Li et al., 2019).

Além de seus efeitos anti-inflamatdrios, foi demonstrado que o OPB possui efeito
antigenotdxico, sendo capaz de prevenir a ocorréncia de danos ao DNA (César et al.,
2015; COSTA et al., 2020a). A literatura cientifica demonstra que a suplementacdo com
a-tocoferol e B-caroteno pode proteger o DNA contra danos oxidativos, sugerindo assim
uma acdo antimutagénica. Esses projetos apoiam a ideia de que dleos vegetais, ricos
nestes antioxidantes podem ter propriedades antimutagénicas (Anter et al., 2010).

O tratamento com Acromia aculeata pode ser capaz de aumentar os niveis de
sirtuinas 1 (Sirtl), uma familia de proteinas envolvidas em ac¢bes antioxidantes do
organismo e equilibrio redox. Essa proteina esta também localizada no citoplasma, local

em que pode interagir com a ERK, uma MAPK, que possui papel importante na
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homeostase celular, atuando frente ao estresse oxidativo e a respostas proliferativas
(Becatti et al., 2014; Hara et al., 1994; Monteiro-Alfredo et al., 2021; Munck & Néray-
Fejes-Toth, 1994). O tratamento com Acromia aculeata pode ativar, ainda, a sinalizacao
Sirtl/Nrf2 garantindo acdo antioxidante, pois Nrf2 é um fator de transcricdo crucial
envolvido nos mecanismos de protecdo contra o estresse oxidativo (Li et al., 2019; Pefia-
Oyarzun et al., 2018).

Trabalhos cientificos demonstram que o extrato aquoso de Acromia aculeata é
capaz de induzir uma baixa toxicidade, fator importante uma vez que diversos compostos
derivados de plantas podem ser tdxicos em concentracdes baixas (Monteiro-Alfredo et
al., 2021; Zulfigar et al., 2019). Por isso a baixa toxicidade aliada a um baixo custo e a
abundancia natural suportam a justificativa do uso desta planta, abrindo caminhos para o
estudo de possiveis mecanismo protetores e que garantam uma qualidade de vida aos
individuos que realizarem o tratamento com esse fitoterapico (Monteiro-Alfredo et al.,
2021).

Apesar de muito promissor, existe uma escassez de estudos utilizando a Acromia
aculeata com finalidade de entender sua acéo no sistema nervoso central e como ela se
comporta como intervencao terapéutica frente quadros de doencas que afetam a cognicao
e 0 comportamento (Baque et al., 2016). Entretanto devido as suas propriedades
bioldgicas, fica evidente que é necessario adentrar nesse caminho desconhecido, uma vez
que as atividades terapéuticas da Acromia aculeata suportam a ideia de que seu uso como
prevencdo ou até mesmo tratamento seria eficaz em modular quadros que envolvem
transtornos cognitivos e comportamentais (Duarte et al., 2022).

Assim, este trabalho torna-se de extrema importancia uma vez que investiga o uso
de produtos naturais brasileiros como potenciais farmacos preventivos de transtornos
sociais. Para dimensionar o impacto disso, um estudo realizado em 2012, na area
metropolitana de Sdo Paulo, observou que 44,8% dos entrevistados apresentavam ao
menos um tipo de transtorno psiquico ao longo da sua vida, sendo os transtornos de
ansiedade a classe mais prevalente (28,1%), seguida dos transtornos de humor (19,1%),
transtornos por uso de substancias (11,0%) e transtornos de controle de impulso (8,4%).
O transtorno de estresse pds traumatico (TEPT) representou cerca de 3,2% dos individuos
(Andrade et al., 2012; Viana & Andrade, 2012). Estima-se, ainda, que no ano de 2020, o
transtorno de ansiedade apresentou uma prevaléncia global de 298 milhGes de pessoas,
que foi agravado pela pandemia de COVID-19, aumentando para 374 milhdes, um

acréscimo de 76,2 milhdes de individuos (aproximadamente 25,6% do total de pessoas)
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(Santomauro et al., 2021). Outros estudos também relataram aumento desses transtornos
em decorréncia da pandemia de COVID-19 causada pelo novo coronavirus (Cénat et al.,
2021; R. Chen et al., 2021; Cooke et al., 2020; d’Ettorre et al., 2021; Di Tella et al., 2020)
podendo esses transtornos se tornarem um problema ainda mais grave no futuro.

Desta maneira, nossa hipotese é que o tratamento com o 6leo polpa de Acromia
aculeata (bocaiuva) em camundongos C57BI/6 atenue os efeitos do estresse por derrota
social na inducdo do déficit de extincdo da memoria aversiva devido as atividades
antioxidantes e anti-inflamatorias do extrato vegetal. Dessa forma, nosso trabalho podera
contribuir ndo apenas para um maior entendimento do espectro de funcdo do 6leo polpa
de bocaiuva, mas também podera fornecer uma alternativa terapéutica de baixo custo e
facil obtencdo que pode ser utilizada, inclusive como suplemento alimentar, para a
prevencdo ou tratamento das consequéncias aversivas que a exposi¢ado ao estresse causa

nos individuos.

2. Objetivo
2.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito da administracdo aguda do 6leo da polpa da bocaiuva (OPB) na
modulagédo do comportamento do tipo ansioso, déficit de extingdo de memaria e anedonia,
bem como alteracbes sobre o sistema antioxidante induzidos pelo estresse agudo de

derrota social em camundongos C57bBI/6 machos.

2.2 Objetivos especificos

1) Avaliar o perfil fitoquimico qualitativo do OPB;

2) Analisar o controle de qualidade do OPB pela quantificacdo de dienos, trienos
e perdxido

3) Avaliar o efeito da administracdo do OPB em camundongos submetidos ao
protocolo de derrota social pelos ensaios de comportamento do tipo ansioso, pelo teste
comportamental de labirinto em cruz elevado;

4) Avaliar o efeito da administracdo do OPB em camundongos submetidos ao
protocolo de derrota social pelos ensaios de extingdo de memdria aversiva, pelo teste

comportamental de condicionamento ao som e contexto;
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5) Avaliar o efeito da administragdo do OPB em camundongos submetidos ao
protocolo de derrota social pelo ensaio de anedonia, pelo teste comportamental do
respingo de sacarose (splash test);

6. Avaliar o potencial antioxidante do OPB, pelas metodologias de DPPH, ABTS,
pela mensuracgdo de perdxido de hidrogénio e glutationa reduzida;

3. METODOLOGIA
3.1 animais

Foram utilizados 40 camundongos machos da linhagem C57BL/6 (6 a 8 semanas
de idade) (“agredidos”) e 7 camundongos machos da linhagem Swiss (3 a 6 meses de
idade) (“agressores’) — provenientes do Biotério de Producdo de Camundongos SPF da
Faculdade de Medicina - Rede de Biotérios da Universidade de S&o Paulo e do biotério
do departamento de Farmacologia do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade
de S&o Paulo (ICB-USP), respectivamente. Os animais foram mantidos no Biotério do
Departamento de Farmacologia — Unidade 11 e utilizados de acordo com certificado
aprovado pela Comissdo de Etica em Pesquisa Animal (CEUA n° 3979091121) e com as
normas estabelecidas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal —
CONCEA. Apos sua chegada, os C57BL/6 foram acondicionados em grupos de cinco em
gaiolas ventiladas de polisulfona/polieterimida (com medidas de 32 cm X 20 cm X 21
cm; Alesco Industria e Comércio Ltda.) e os Swiss acondicionados um por caixa dada sua
agressividade, necessaria para o protocolo de derrota social (DS). Ambas as linhagens
foram mantidas sob ciclo claro-escuro de 12 horas (luz acesa as 6h30), com controle de
temperatura (22 = 2 °C) e agua e racdo ofertadas ad libitum. Os animais ficaram em
habituacdo durante 7 dias antes de serem submetidos aos experimentos esquematizados
no delineamento experimental (Figuras 2 e 3). Todos 0s experimentos foram conduzidos
de forma a reduzir ao maximo o sofrimento e o numero de animais utilizados e

continuardo sendo planejados com o exigido cuidado.

3.2 Delineamento experimental

Os animais foram separados em 4 grupos experimentais contendo um mesmo
namero de individuos (n=10) (figura 1). Os grupos foram: CItND- Camundongos nédo
tratados com o OPB foram submetidos ao protocolo de derrota social; CItD-

Camundongos néo tratados com o OPB submetidos ao protocolo de derrota social; TND-
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Camundongos tratados com o OPB né&o submetidos ao protocolo de derrota social; TD-
Camundongos tratados com o OPB submetidos ao protocolo de derrota social. O
tratamento dos animais para o0 projeto em questdo foi feito por meio de gavagem
utilizando a concentracdo de 50mg/kg, o tratamento foi feito durante trés (3) dias

consecutivos.

CUND= Animais nao tratados com OPB nao submetidos a derrota social
n=10
CltD= Animais ndo tratados com OPB submetidos a derrota social
n= 10
ni40 ) <
TND= Animais tratados com OPB nio submetidos ao protocolo de derrota social
n=10
[TD Animais tratados com OPB submetidos ao protocolo de derrota social J
n=10

Figura 1: Divisdo dos grupos experimentais a serem utilizados. Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

Todos os testes comportamentais foram conduzidos em salas de experimentacéo
apropriadas (nas dependéncias do laboratorio e no Biotério do Departamento de
Farmacologia - Unidade I, ICB/USP) entre 09h e 14h com temperatura entre 22 + 2 °C.
Todos os testes comportamentais foram gravados com o auxilio de uma webcam
(Logitech C920 HD Pro) suspensa sobre 0s aparatos em questao.

Conforme esquematizado na Figura 2 e 3, apds sete dias de aclimatacdo, no dia 8
a 10, os animais dos grupos tratados receberam o tratamento de OPB por gavagem. Nos
dias 11 a 13, os animais pertencentes ao grupo estressados foram submetidos ao protocolo
de derrota social, no dia 14 os animais foram submetidos ao protocolo de labirinto em
cruz elevado, apos duas horas iniciou o protocolo do teste de extincdo de memdria
realizado até o dia 16, no dia 17 foi executado o protocolo de teste de respingo a sacarose
(Splash). Apos essa etapa, metade dos animais foram eutanasiados utilizando o anestésico
inalatério isofluorano e as regides encefalicas de interesse (cerebelo, hipocampo, cortex
pré-frontal, hipocampo) foram coletadas, e metade dos animais foram perfundidos

utilizando formol 9% e o encéfalo foi coletado.
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Figura 3: Delineamento experimental. Fonte: Elaborado pelo préprio autor

3.3 Estresse por derrota social (DS)

Um dia antes do inicio do protocolo de derrota social, foram inseridos divisores

de acrilico transparente perfurados nas caixas dos agressores (Swiss) de maneira que

metade da caixa ficasse vazia e a outra metade ocupada com o agressor residente. Apos

24 horas, foi iniciado o protocolo de derrota social descrito a seguir. Em cada sesséo, 0s

camundongos C57BL/6, pertencentes ao grupo estressado (1DS: 1 derrota), foram

colocados no compartimento do agressor, que esteve presente, por 10 minutos. Em
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seguida, os C57BL/6 foram transferidos para a reparticdo vazia dessa mesma caixa em
que o estresse ocorreu, na qual permaneceram por 24 horas. Cada C57BL/6 do grupo foi
individualmente exposto a um unico agressor. Finalizado o protocolo de estresse, 0s
animais dos grupos estressados foram transferidos para suas caixas moradias originais (2
animais/caixa; as caixas foram divididas por animais pertencentes a0 mesmo grupo),
também divididas pelo mesmo divisor de acrilico transparente perfurado citado acima (1
camundongo por compartimento), até sua eutandsia. Em cada sessdo de derrota, caso o
primeiro embate entre agressor e agredido ndo ocorreu em cinco minutos, a dupla de
animais foi trocada. Todos os animais foram observados continuamente durante todo o
estresse de forma a garantir a saude fisica de ambos.

Embora a ocorréncia de ferimentos nesse protocolo seja rara, quando observada,
o0 animal agredido foi isolado e devidamente cuidado. O isolamento fisico por meio das
divisorias de acrilico ap0s os protocolos de derrota ocorreu a fim de garantir que nédo
houvesse um efeito protetor causado pelo suporte social, 0 que poderia ocorrer caso 0s
animais retornassem juntos para a mesma caixa. Por fim, os grupos CItND e TND também
foram colocados em caixas divididas (2 animais/caixa), onde permaneceram até sua
eutanasia. No caso dos grupos CItND e TND, a divisdo das caixas foi necessaria para
garantir que o efeito comportamental observado nos grupos estressados ndo decorreu do

isolamento fisico.
3.3.1 Labirinto em cruz elevado (LCE)

O labirinto em cruz elevado € um aparato de madeira com tinta fosca, composto
por dois bragos abertos (5 cm x 20 cm, sem paredes) e dois bragos fechados (5 cm x 20
cm, com paredes de 20 cm de altura), ambos dispostos em posicGes opostas em forma de
“X”, com um espago central de (10 cm x 10 cm) e suspenso a 40 cm do chao. A
luminosidade utilizada foi de 8 lux nos bragos fechados e 22 lux nos bracos abertos. Cada
animal foi introduzido individualmente no centro do labirinto com total acesso para
explora-lo durante 5 minutos (300s). Os parametros analisados foram: nimero de entradas
e tempo de permanéncia nos bracos abertos e fechados. A permanéncia das quatro patas
foi o critério adotado para considerar a presenca do animal em cada compartimento. O
resultado foi mensurado a partir das filmagens utilizando o software de analise
comportamental MABA (https://github.com/JuarezCulau/MABA/tree/main).
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3.3.2 Condicionamento de memoria aversiva

Nesta etapa foi realizado o condicionamento de medo/memaria aversiva classico,
porém com pareamento de som (adaptado de Izquierdo et al., 2006). Para esta etapa do
“treino”, foi utilizada uma caixa de condicionamento (Arena A) (28 cm x 26 cm X 23 cm)
(localizada na sala A), composta por quatro paredes brancas, tampa de acrilico
transparente e uma base formada por barras metélicas condutoras de corrente elétrica
dispostas em orientacéo linear (diametro de 0,4 cm e espacamento entre elas de 1,05 cm),
conectadas a um gerador de choque elétrico (Insight Equipamentos, Pesquisa e Ensino,
Ribeirdo Preto, SP). Os camundongos permaneceram durante dois (2) minutos (120
segundos) em habituacdo na caixa de contexto (localizada na sala A), limpa entre cada
animal com uma solugéo 79.5% agua/19.5% alcool/1% esséncia de baunilha (Dr. Oetker).
Logo em seguida, receberam 3 pareamentos de som [estimulo condicionado (EC): 3 kHz,
80 dB, 30 segundos cada] com 1 choque nas patas [estimulo incondicionado (El): 0.6 mA,
apresentado nos ultimos 2 segundos de cada som). Esses 3 pareamentos foram
intervalados por 60 segundos. Cento e vinte segundos ap6s o ultimo pareamento EC + El,

0s animais foram reconduzidos a suas respectivas gaiolas-moradia.
3.3.3 Extincdo de memoria aversiva

Decorridas 24 e 48 horas (dias 15 e 16), os animais foram colocados na arena B
(localizada em uma sala B) na qual ocorreu o protocolo de extingdo — caixa (22,5 cm X
19,5 cm x 27 cm), com uma parede conica de coloracdo preta, assoalho recoberto com
papel auto adesivo branco e limpo com alcool 50% antes e apds cada animal, de forma
que o unico padrdo presente tanto no “Treino” como na “Extin¢do” foi 0 som. Cada uma
das duas sessdes de extincao foi composta por 120 segundos de habituacdo, apds a qual
0 EC presente no treino foi apresentado 40 vezes (com intervalos de 5 segundos entre
cada um deles), sem a presenca do EIl. Por fim, apds 24 horas (dia 16), foi realizado o
teste de extincdo [idéntico aos primeiros 4 minutos e 55 segundos (5 tons) dos dois dias
anteriores] para confirmar a consolidacdo da extingdo. Caso a porcentagem de freezing
apresentada foi maior que se comparada ao do dia anterior, 0 animal ainda possui um
comportamento de aversdo ao contexto, significando que a memoria aversiva ndo foi
extinta O resultado foi mensurado a partir das filmagens utilizando o software de analise
comportamental MABA (https://github.com/JuarezCulau/MABA/tree/main).
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3.3.4 Teste de respingo de sacarose (splash)

O Splash foi realizado para avaliar a anedonia e o comportamento do tipo
depressivo de camundongos. O comportamento de aliciamento indica sintomas
depressivos medidos pelo tempo em segundos. Quanto menor o tempo de comportamento
de limpeza, maior o nivel de depressdo. O teste foi realizado pulverizando uma solugédo
de sacarose a 10% na superficie dorsal do corpo do roedor, e 0 comportamento de limpeza
foi medido em termos de lamber, morder ou arranhar o pelo para limpar a solu¢do. O
tempo de preparacdo foi filmado por cinco (5) minutos (300 segundos), a analise dos
videos foi feita de forma manual. O resultado foi mensurado a partir das filmagens
utilizando 0 software de analise comportamental MABA
(https://github.com/JuarezCulau/MABA/tree/main).

3.4 Eutanasia dos animais

Todos os animais foram profundamente anestesiados com isoflurano e, em
seguida, a eutanasia foi realizada de acordo com as analises moleculares pretendidas em
cada experimento, por perfusdo transcardiaca ou decapitacdo. A perfusdo transcardiaca
foi realizada com bomba peristéltica (Cole Parmer), com 100 ml de salina 0,9% seguida
por 150 ml de para formaldeido (PFA) a 4% em tampéo fosfato de sédio (pH 7,4) a4 °C
durante 12 minutos. Os encéfalos foram cuidadosamente removidos da caixa craniana,
mantidos em pos-fixagdo com PFA durante 24 horas e depois em solucdo de sacarose
30% em tampéo fosfato (0,1 M), a 4 °C, por uma semana, quando entéo foram congelados
a -80 °C para processamento. Estes encéfalos foram seccionados, em plano coronal, a 40
um de espessura no criostato a -25 °C (Leica CM 1850; Leica Biosystems) e armazenados
em solucdo criopreservadora a -20 °C. Este foi o protocolo adotado para os encéfalos

utilizados para imuno-histoquimica.
3.5 Obtencdo dos frutos de a. aculeata

Os frutos maduros foram coletados na regido de Campo Grande/MS, durante 0s
meses de outubro a dezembro. Apos a coleta os frutos foram higienizados e despolpados
por processo mecanico. A polpa foi colocada em estufa com circulagéo de ar a 60°C para

secagem por 24 horas, em seguida foi submetida ao processo de extragdo do 6leo.
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3. 6 Obtencéo do 6leo da polpa da bocaiuva (OPB)

O 6leo da polpa da bocaiuva (OPB) foi extraido em extrator Soxlhet por solvente
Hexano. O solvente foi removido em rotaevaporador a 40-C, conforme descrito por Costa
e colaboradores (2021).

3.7 Qualidade do 6leo
3.7.1 Quantificacdo de Dienos e Trienos

Para controle de qualidade do OPB, foi mensurado a concentragdo de Dienos e
Trienos. A determinacdo da extingdo especifica (determinacdo de dienos e trienos) do
Oleo polpa de bocaiuva foi realizada pelo método espectrofotométrico dos 0leos e
gorduras, conforme a metodologia do Manual de Normas Analiticos do Instituto Adolf
Lutz (2008). Pesou-se aproximadamente 0,059 da amostra em um baldo volumétrico de
25mL. A amostra foi diluida utilizando &cido metilico. Apds isso, colocou-se a amostra
em uma cubeta e foi mensurada a absorbancia a 270nm e em 232nm. Como controle
positivo foi usado apenas o acido metilico. O resultado foi calculado por meio da equacéo
1.

E=AL/(cx])

Equacdo 1: Determinacdo da concentracdo de dienos e trienos na amostra.

E1 cm 1% (ou K) = extincdo especifica no comprimento de onda A
A\ = absorbancia medida no comprimento de onda A
¢ =concentracao da solucdo em g 100 mL1

| = caminho Optico da cubeta em cm

3.8 Avaliacdo fitoquimica qualitativa

As andlises visaram a detec¢do de possiveis metabolitos secundarios presentes no

extrato aquoso, segundo metodologia descrita por Trease e Evans (1984).

3.8.1 Ensaio para a identificacdo de terpenoides e esteroides

Utilizando um tubo de ensaio, foi adicionado 10 pL de extrato contendo 10 mg.

Ap0s esse processo, foram adicionados 1250 pL de acido acético anidro e 1250 L de
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cloroférmio. Em seguida, foi adicionado lentamente &cido sulfirico concentrado no
volume de 5000 pL. O aparecimento ou intensificagdes da cor indicaram a presenca de
terpenoides (se positivo, a solugéo torna-se vermelha), e esteroides (Se positivo, a solucéo

torna-se verde), (Trease & evans, 1984).

3.8.2 Ensaio para a identificagdo de flavonoides

Utilizando um tubo de ensaio, foi adicionado 10 pL de extrato contendo10 mg.
Posteriormente, adicionou-se ao extrato 1500 pL de metanol 50%. A amostra foi aquecida
e foi adicionado magnésio metalico e 5-6 gotas de &cido cloridrico concentrado. O
aparecimento ou intensificacbes da cor vermelha indicou a presenca de flavonoides
(Trease & evans, 1984).

3.8.3 Ensaio para a identificagéo de taninos

Utilizando um tubo de ensaio, foi adicionado 500 pL do extrato contendo10 mg.
Em seguida, foi adicionado ao extrato 1-2 gotas de uma solucdo de cloreto feérrico. O
aparecimento ou intensificacfes da cor azul ou preto esverdeado indicou a presenca de

taninos (Trease & evans, 1984).

3.8.4 Ensaio para a identificacdo de cumarina

Em um tubo de ensaio, foi adicionado 500 pL do extrato aquoso. Em seguida,
adicionou-se ao extrato 750 pL de NaOH 10%. O aparecimento ou intensificacdes da cor

amarelo indicou a presenca de cumarina (Trease & evans, 1984).

3.8.5 Ensaio para a identificacdo de saponinas

Utilizando um tubo de ensaio, foi adicionado 500 pL do extrato contendo 10 mg.
Em seguida, adicionou-se ao extrato 1000 uL de bicarbonato de sodio 1%. O
aparecimento ou intensificaces de espuma indicou a presenca de saponina (Trease &
evans, 1984).

3.7.6 Ensaio para a identificacdo de glicosideos

Utilizando um tubo de ensaio, foi adicionado 10 pL de extrato contendo10 mg.

Posteriormente, adicionou-se ao extrato 2- 3 gotas de acido sulfurico concentrado. O
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aparecimento ou intensificacdes da cor verde azulada indicou a presenca de glicosideos
(Trease & evans, 1984).

3.8 Hemograma

A fim de observar alteracbes causadas pelo tratamento com extrato vegetal e o
estresse, além de observar a interacdo dessas duas variaveis, foi realizada a puncéo
sanguinea periférica nos animais em trés momentos: ao iniciar o protocolo experimental,
apo6s o tratamento e ao final dos experimentos. Foram avaliados o nimero total de
leucécitos, plaquetas, eritrécitos, granuldcitos, linfocitos e mondcitos, além da
porcentagem de granuldcitos, linfocitos e mondcitos. A contagem foi realizada de
maneira automatica em analisador hematologico (BC-2800vet, Mindray, China).

3.9 Ensaios antioxidantes
3.9.1 Sequestro do radical ABTS

O ensaio antioxidante com o uso do radical ABTS (3-etilbenzotiazolina-6-acido
sulfonico) foi realizado, de acordo com a metodologia de KUSKOSKI e colaboradores
(2005) e adaptado por Rufino et al., (2007). Inicialmente, foram elaboradas solucbes
estoque de ABTS 7 mM e de persulfato de potassio 140 mM, nas quais necessitaram de
ambiente escuro e armazenamento em frasco ambar, com o periodo de validade de 1 més.
Para o preparo do radical ABTS, utilizamos 5mL de solucdo estoque de ABTS com 88uL
da solucéo estoque de persulfato de potassio. A nova solucao foi mantida em repouso em
ambiente escuro por 16 h, no minimo. No dia seguinte, a solucdo do radical ABTS foi
diluida com metanol na proporc¢éo 1:10 e transferiu-se 110 pL para a microplaca, a fim
de obter a absorbancia entre 0,65 e 0,55nm, a partir da leitura realizada no leitor de
microplacas (Multiskan GO, Thermofisher) a 734nm. Para o grupo controle, foi utilizado
a solucdo mae de trolox 2mM, com 10 pL de diferentes concentragdes (0, 5, 25, 50, 75,
95 e 100 pL) adicionados 100 uL do radical ABTS, para a obtencédo da curva padrdo. No
grupo da amostra, foram utilizadas aliquotas de 8 mL do extrato de Acromia aculeata
(100 a 12,5 mg.mL™) em diluicdo seriada, para 100 pL do radical ABTS. As amostras
foram homogeneizadas e foram colocadas no leitor de placas por 6 minutos a 734nm. Os
calculos foram realizados seguindo a equagdo da reta de cada uma das amostras e a
absorbancia da solugéo controle. O resultado foi expresso em porcentagem de inibigéo do
radical ABTS (equacgéo 2).
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Taxa de Concentracdo Inibitéria ABTS (%)= (B2 — B1)/(B2 — B0) X 100%

Equacéo 2: Equacéo para determinacéo da taxa de concentracdo inibitoria de ABTS

3.9.2 Sequestro do radical DPPH

Foi realizado o ensaio antioxidante, de acordo com a metodologia de Brand-
Williams et al., (1995), com adaptacdo de Rufino et al., (2007), baseada na captura do
radical DPPH (2,2-difenil-1picril-hidrazil) por antioxidantes, produzindo um decréscimo
da absorbancia a 515nm. Foi elaborada uma solu¢gdo mée de DPPH (60 pM), com
diluicBes de diferentes concentragdes (0, 10, 20, 30, 40, 50 e 60 puM). Em ambiente
escuro, transferiu-se uma aliquota de 200uL de cada uma das concentracdes, para a
elaboracdo de uma curva de calibracdo, que realizou a leitura das absorbancias em leitor
de microplacas (Multiskan GO, Thermofisher) a 515nm. Para cada amostra, elaborou-se
uma curva, onde foram utilizadas aliquotas de 4 mL do extrato de G. paniculata (8 a 0,50
mg.mL™?) em diluicéo seriada, para 180 pL da solugdo de DPPH (60 uM) e, logo apos, a
amostra foi homogeneizada e deixada em ambiente escuro durante 30 minutos. Os
calculos foram realizados seguindo a equacéo da reta de cada uma das amostras e a
absorbancia da solucdo controle (0,1ml de metanol e 3,9ml de DPPH (60 uM). O
resultado € expresso em porcentagem de inibicdo do radical DPPH, representada na

equacao: 3

Taxa de Concentracéo Inibitéria DDPH (%)= (A2 — A1) /(A2 — A0) X 100%

Equacdo 3: Equacgdo para determinacdo da taxa de concentracéo inibitoria de ABTS

3.9.3 Extracéo proteica

Para o preparo do extrato e do homogenato do tecido (hipocampo e cerebelo), as
amostras foram descongeladas e maceradas mecanicamente com auxilio de um macerador
mecanico por 20 vezes em 500 uL de tampéo Tris-HCI (Tris-HCI pH 7,4 0,01M; EDTA
0,5 mM; MgCl, 1mM). Foi submetido a centrifugacdo a 10000 g por 20 minutos, a 4°C.
O sobrenadante foi recolhido e armazenado para ensaios de quantificacdo de peroxido e

quantificacdo de glutationa reduzida.
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3.9.4 Determinacao da concentragdo de proteinas

A determinacdo da concentracdo de proteinas totais foi realizada de acordo com
0 método de Bradford, descrito por Dr. Marion Bradford em 1976, por meio do reagente
de Bradford (Bio-Rad), cujo principio consiste na adicdo de um corante acido a uma
solucdo de proteinas. A ligacdo entre o corante e as proteinas induzem uma mudanca
espectral da cor inicial marrom para o azul. As interacfes hidrofébicas e ibnicas que
acontecem entre o corante e a amostra acabam estabilizando o corante em sua forma
anidnica e permitindo a subsequente medi¢do da absorbancia no comprimento de onda de
595 nm em um leitor de microplacas. Para inferir a concentracdo de proteinas, fez-se uma
curva de concentragdes conhecidas da albumina sérica bovina (BSA) variando de 0,25 a
8 ug/ul e a partir das absorbancias dessas concentracGes conhecidas, gerou-se uma

equacdo que permite chegar ao valor de concentragdo das amostras.

3.9.5 Determinagéo de glutationa reduzida (GSH)

O principio da determinacdo da concentracdo da GSH baseia-se na reacdo do
reagente 21 de Ellman (DTNB/ 5,5’-ditio-bis-(2-nitrobenzoico) com o tiol livre,
originando &cido 2-nitro-5-mercapto-benzoico (TNB). O DTNB é um composto que
contém um grupo nitrobenzoico (NO2-Bz) e o grupo tiol (SH). Enquanto a glutationa
reduzida (GSH) contém um grupo tiol (-SH) em sua estrutura. Quando o DTNB ¢
adicionado a solucdo contendo GSH, ocorre uma reacéo de substituicdo nucleofilica entre
0 grupo tiol (SH) da GSH e o grupo nitrobenzoico (NO2-Bz) do DTNB. Essa reagédo
resulta na formacgdo do denominado 5-tio-2-nitrobenzoato de glutationa (TNB-GS).

O 5-tio-2-nitrobenzoato de glutationa (TNB-GS) formado é um complexo de cor
amarela, que pode ser quantificado por meio da medicdo da absorbancia em
espectrofotbmetro. A intensidade da cor amarela estd diretamente relacionada a
concentracdo de GSH presente na amostra, permitindo a determinacdo da concentracao
de GSH por meio da curva de calibracdo. Essa reacdo é especifica para a glutationa
reduzida (GSH) e ndo ocorre com outras formas oxidadas de glutationa. Portanto, esse
método é utilizado para medir especificamente a concentracdo de GSH, que é uma forma
importante de antioxidante presente nas células.

Para este ensaio usou-se uma placa de 96 pocos, na qual foram aplicados 20 uL
das amostras (homogenato de hipocampo e cértex pré frontal), 250 uL de tampéo Tris-
HCI (Tris-HCI 1M pH 8; EDTA 0,1mM) e 5 uL DTNB 10 mM. Para a curva padrao

38



utilizou-se uma solucéo estoque de cisteina 10 mM que foi aplicada na placa em diluigdes
que garantem concentracfes de 0 a 181 uM de cisteina, posteriormente foi adicionado o
tampao e 5 pL. de DTNB. O branco recebeu 275 pL de tampao e 5 uL. de DTNB. Apos
15 minutos em temperatura ambiente a placa foi lida em a 412 nm e os dados expressos

em nmol de GSH/mg proteina

3.9.6 Determinacdo da concentracdo de peroxido de hidrogénio (H205)

Esse protocolo utiliza o principio da titulacdo redox para quantificar H2O-
presente na amostra. O sulfato ferroso amoniacal & um agente redutor que reage com o
peréxido de hidrogénio, oxidando-se no processo.

Para a quantificagédo da produgao de H.O- foi adicionado na placa de ELISA 20
ML de homogenato de hipocampo e de cortex pré-frontal, 280 uL de meio de reacdo 500
uM de sulfato ferroso amoniacal e 200 uM de alaranjado de xilenol diluido em H2SO4 25
mM). A curva foi feita a partir de uma solugé@o de peroxido de hidrogénio 10 nM, com
uma concentracdo variando de 0 a 2,13 nM. O branco recebeu apenas 280 L de meio de
reacao e 20 pL de agua destilada. Apds incubacdo por 45 minutos sob protecdo da luz, o
produto formado foi lido em um espectrofotometro a 580 nm e os dados expressos em

umol de H202/mg proteina.

3.12 Andlise estatistica

Todos os experimentos foram analisados de maneira independente pelo programa
GraphPad Prism ® para Windows versao 9.00 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA
www.graphpad.com). Foram feitos diferentes testes estatisticos de acordo com o0s
parametros analisados e para todos os testes, adotamos como valores significativos
somente 0s que apresentaram p < 0,05. Os testes comportamentais foram analisados
utilizando o teste de analise de variancia (ANOVA) de trés vias, quando trés fatores
estavam presentes (estresse x tratamento x tempo), duas vias, quando dois fatores estavam
presentes (estresse x tratamento), de uma via para comparacdes nos graficos de coluna ou
teste t para comparacgdes entre somente dois grupos, paramétricos ou nao-parameétricos.
Apos a ANOVA, os pos-testes recomendados para cada analise foram utilizados,
abrangendo assim os pds-testes de Bonferroni, Dunn, Mann-Whitney Kruskal-Wallis,
Sidak e Tukey. A amostragem comportamental minima utilizada foi de n = 5

animais/grupo e, para analises soroldgicas e teciduais, de n = 5 animais/grupo.
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4 RESULTADOS
4.1 Anélise da qualidade fisico-quimica do OPB

Como controle de qualidade do 6leo, e verificacdo do estado fisico-quimico como
garantia de que o 6leo ndo estava oxidado foi realizado o teste de extingdo especifica, que
consiste em quantificar a concentracéo de dienos e trienos na amostra.

Apos realizar os calculos, verificamos que a amostra continha 1,97 E** cm para o valor

de dienos e 2,00 E* ¢m para trienos (Tabela 1).

Tabela 1: Extincdo especifica no OPB. Os resultados estao representados pela média + erro padrédo da média

(as andlises foram feitas em triplicatas).

Parametros Resultados
Dienos 1,97 +0,32
Trienos 2,00 +0,32

4.2 Avaliacéo qualitativa de compostos existentes no 6leo polpa de bocaiuva (Acromia
aculeata)

Com a finalidade de avaliar as classes de metabdlitos secundarios contidas no
OPB, foi realizado o ensaio colorimétrico qualitativo baseado no estudo de Trease e
Evans (1984). A partir dos ensaios foi possivel identificar a presenca ou auséncia de
terpenos, esteroides, flavonoides, taninos, cumarinas, saponinas e glicosideos.

Os resultados demonstraram a presenca no OPB de terpenos, esteroides,
flavonoides, taninos, cumarina, glicosideos. Por meios da metodologia empregada nédo

foi evidenciada a presenca de saponinas (Tabela 2).

Tabela 2: Avaliacdo do ensaio fito quimico utilizando o éleo polpa de bocaiuva (Acromia aculeata).

Constituinte Resultado
Terpenos Positivo
Esteroides Positivo

Flavonoides Positivo

Taninos Positivo
Cumarina Positivo
Saponina Negativo

Glicosideos Positivo
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4.3do O estresse agudo por derrota social e o tratamento com 6leo polpa de bocailva ndo
sdo capazes de provocar mudancas sobre analitos hematopoiéticos

Com a intencdo de examinar as diferencas em analitos hematopoiéticos foi
realizada a leitura de hemograma utilizando o analisador hematoldgico (BC-2800vet,
Mindray, China). Foram analisados o nimero total de leucdcitos, hemécias, plaquetas,
linfécitos, mondcitos e granulécitos, além da porcentagem de linfocitos, mondcitos e
granulécitos.

No que diz respeito ao niamero total de leucdcitos (figura 4-A), ndo foi observado
efeito do tempo [F (2, 8) = 0,6729 (p=0,53)], do tratamento [F (1, 4) = 3,9 9p=0,11)], do
estresse [F (1, 4) = 5,23 (0,08)], da interacdo tempo x tratamento [F (2, 8) = 1,4 (0,29)],
da interacdo tempo x estresse [F (2, 8) = 0,07427 (0,9291)], da interacdo tratamento X
estresse [F (1, 4) = 0,92 (0,39)] tampouco quando analisado a interacdo tempo X
tratamento x estresse [F (2, 2) = 3,7 (0,20)].

Referente ao nimero de hemacias (Figura 4-B), observou-se efeito referente ao
tempo [F (2, 8) =5,357 (0,0334)]. Entretanto ndo foi encontrado efeito no que diz respeito
ao tratamento [F (1, 4) = 5,86 (0,07)], estresse [F (1, 4) = 2,5 (0,18)], interagdo tempo X
tratamento [F (2, 8) = 0,9537 (0,4251)], interacdo tempo X estresse [F (2, 8) = 2,22 (0,17)],
interacdo tratamento X estresse [F (1, 4) = 4,935 (0,0905)], interacdo tempo X tratamento
x estresse [F (2, 7) = 0,29 (0,75)].

Em relacdo ao niumero de plaquetas (Figura 4-C), ndo foi encontrada diferenca
estatistica em relacdo ao tempo [ F (2, 8) = 1,723(0,23)], tratamento [F (1, 4) = 1,386
(0,30)], estresse [F (1, 4) = 0,1376 (0,72)], da interacdo tempo X tratamento [F (2, 8) =
0,9341 (0,4319)], da interacdo tempo x estresse [F (2, 8) = 3,4 (0,08)], da interacdo
tratamento x estresse [F (1, 4) = 0,18 (0,69)], e da interacdo tempo X tratamento X estresse
[F (2, 7) =4,70 (0,05)].
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Figura 4: Efeitos da administracdo aguda do OPB em animais submetidos ao estresse agudo de derrota social em relacdo ao nimero de leucécitos (A), hemécias (B) e plaquetas
(C). Os analitos foram avaliados em trés momentos distintos, no dia 7 do protocolo anteriormente ao inicio do tratamento (Tempo A), no dia 10 do protocolo, apds finalizado o
tratamento com o extrato vegetal (Tempo B) e ao final do protocolo experimental (Tempo C). Foi realizado o teste estatistico de a ANOVA de trés vias com poés-teste de

multiplas comparacdes de Tukey. Os resultados estdo apresentados em média + erro padrdo da média, utilizando 4-5 animais por grupo (n=4-5). As diferencas estatisticas estéo
representadas por * (p < 0.05).

42



Ao analisar o nimero total de linfécitos (Figura 5-A), houve diferenca entre os
grupos experimentais quando observado a interagdo tempo X estresse [F (2, 8) = 8,70
(p=0,009)] e tratamento x estresse [F (1, 4) = 15,58 (p=0,01)]. Entretanto ndo foi
observada diferenca estatistica para o tempo [F (2, 8) = 0,40 (p=0,68)], tratamento [F (1,
4) = 0,46(p=0,53)], estresse [F (1, 4) = 0,59 (p=0,48)], a interacdo tempo x tratamento [F
(2, 8) = 2,8 (p=0,11)] e a interagdo tempo x tratamento X estresse [F (2, 2) = 2,06
(p=0,32)].

Quando observado o namero total de mondcitos (Figura 5-B), foi observada
diferenca estatistica para o tratamento [F (1, 4) = 11,53 (p=0,02)]. Entretanto ndo houve
diferenca estatistica quando observado o tempo [F (2, 8) = 0,08 (p=0,92)], estresse [F (1,
4) = 0,59 (p=0,48)], a interacdo tempo x tratamento [F (2, 8) = 1,26 (p=0,33)], a interagéo
tempo x estresse [F (2, 8) = 2,39 (p=0,15)], a interacdo tratamento x estresse [F (1, 4) =
0,12 (p=0,73)], e a interacdo tempo X tratamento x estresse [F (2, 2) = 2,10 (p=0,32)].

Ao estudar os dados referentes ao nimero total de granulocitos (Figura 5-C),
observou-se diferenga estatistica para o tratamento [F (1, 4) = 15,15 (p=0,017)].
Entretanto ndo foi demonstrada diferenca estatistica para os fatores tempo [F (2, 8) = 1,20
(p=0,34)], estresse [F (1, 4) = 3,12 (p=0,15)], tampouco na intera¢do tempo X tratamento
[F (2, 8) = 0,64 (p=0,55)], a interacdo tempo x estresse [F (2, 8) = 1,15 (p=0,36)], a
interacdo tratamento x estresse [F (1, 4) = 1,43 (p=0,29)], e a interacdo tempo x tratamento
x estresse [F (2, 2) = 0,97 (p=0,50)].
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Figura 5: Efeitos da administragdo aguda do OPB em animais submetidos ao estresse agudo de derrota social em relacdo ao nimero de leucdcitos (A), hemécias (B) e plaquetas
(C). Os analitos foram avaliados em trés momentos distintos, no dia 7 do protocolo anteriormente ao inicio do tratamento (Tempo A), no dia 10 do protocolo, ap6s finalizado o
tratamento com o extrato vegetal (Tempo B) e ao final do protocolo experimental (Tempo C). Foi realizado o teste estatistico de a ANOVA de trés vias com pos-teste de

multiplas comparacdes de Tukey. Os resultados estdo apresentados em média + erro padrdo da média, utilizando 4-5 animais por grupo (n=4-5). As diferencas estatisticas estdo
representadas por * (p < 0.05).
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Ao observar os dados provenientes da porcentagem de linfécitos (figura 6-A),
houve diferenca estatistica quando observado o efeito do tratamento [F (1, 4) = 27,14
(p=0,0065)], tempo x tratamento [F (2, 8) = 4,973 (p=0,0395)], tempo X estresse [F (2, 8)
= 7,98 (p=0,012)]. Entretanto ndo foram observadas diferencas estatisticas entre tempo
[F (2, 8) = 2,39 (p=0,15)], estresse [F (1, 4) = 1,12 (p=0,34)], a interacdo tratamento x
estresse [F (1, 4) = 7,07 (p=0,05)] e a interagdo tempo X tratamento x estresse [F (2, 2) =
7,98 (p=0,11)].

Referente a porcentagem de mondcitos (figura 6-B), houve diferenca estatistica
quando observado o efeito do tratamento [F (1, 4) = 22,34 (p=0,90)] e da interagdo tempo
x estresse [F (2, 8) = 7,40 (p=0,01)]. Entretanto ndo foi observada diferenca estatistica
entre o tempo [F (2, 8) = 0,099 (p=0,90)], o estresse [F (1, 4) = 1,39 (p=0,30)], a interacao
tempo x tratamento [F (2, 8) = 4,30 (p=0,05)], a interacdo tratamento x estresse [F (1, 4)
= 5,80 (p=0,07)], e a interacéo tempo x tratamento x estresse [F (2, 2) = 6,98 (p=0,12)].

Em relacdo a porcentagem de granulécitos (figura 6-C), houve diferenca
estatistica quando observado o efeito do tratamento [F (1, 4) = 27,16 (p=0,006)], a
interacdo tempo x tratamento [F (2, 8) = 6,22 (p=0,02)], a interacdo tempo X estresse [F
(2, 8) = 9,74 (p=0,007)]. Entretanto ndo foi observada diferenca quando estudados os
efeitos do tempo [F (2, 8) = 2,24 (p=0,16)], do estresse [F (1, 4) = 2,06 (p=0,22)], da
interacdo tratamento x estresse [F (1, 4) = 3,72 (p=0,12)] e da interacdo tempo X
tratamento x estresse [F (2, 2) = 4,98 (p=0,16)].
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Figura 6: Efeitos da administracdo aguda do OPB em animais submetidos ao estresse agudo de derrota social em relagdo a porcentagem de linfocitos (A), porcentagem de
mondcitos (B) e porcentagem de granulécitos (C). Os analitos foram avaliados em trés momentos distintos, no dia 7 do protocolo anteriormente ao inicio do tratamento (Tempo
A), no dia 10 do protocolo, apds finalizado o tratamento com o extrato vegetal (Tempo B) e ao final do protocolo experimental (Tempo C). Foi realizado o teste estatistico de a

ANOVA de trés vias com pds-teste de multiplas comparacg@es de Tukey. Os resultados estdo apresentados em média + erro padrdo da média, utilizando 4-5 animais por grupo
(n=4-5). As diferencas estatisticas estdo representadas por * (p < 0.05).
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A partir dos dados obtidos pela leitura do hemograma foi possivel observar que
em todos analitos analisados quando realizado o teste estatistico de Anova de 3 vias
(Estresse x Tratamento x Tempo) nos grupos experimentais, tanto o estresse agudo por
DS ou o tratamento com OPB, nas nossas condigdes experimentais, foi capaz de alterar

0s parametros hematopoiéticos dos animais.

4.4 O estresse agudo por derrota social e o tratamento com 6leo polpa de bocaiuva ndo
séo capazes de modular o comportamento do tipo ansioso

Visando verificar uma possivel modulacdo do estresse e os efeitos do OPB no
comportamento do tipo ansioso, foi realizado o experimento de labirinto em cruz elevado
(LCE).

N&o observamos diferencas estatisticas entre os grupos experimentais no que diz
respeito ao numero de entradas nos bracos abertos em relacdo ao tratamento [F (1, 9) =
2,03 (P=0,18)], estresse [F (1, 9) = 0,40 (P=0,53)] e a interacao das variaveis (tratamento
x estresse) [F (1, 9) = 2,16 (P=0,17)]. Para nimero de entrada nos bracos fechados, néo
foi observada diferenca estatistica relacionada ao tratamento [F (1, 9) = 0,8399
(P=0,3833)], estresse [F (1, 9) = 0,071 (P=0,79)] e a interacdo das variaveis (tratamento
x estresse) [F (1, 9) = 0,28 (p =0,60)]. Para o nimero de entrada no centro, ndo foi
observada diferenca estatistica relacionada ao tratamento [F (1, 9) = 1,59 (P=0,23)],
estresse [F (1, 9) = 0,005 (F (1, 9) = 0,005 (P=0,94)] e a interagdo das variaveis
(tratamento x estresse) [F (1, 9) = 0,40 (P=0,54)]. Para o niumero de mergulhos, nao foi
observada diferenca estatistica relacionada ao tratamento [F (1, 9) = 4,05 (P=0,07)],
estresse [F (1, 9) = 0,0014 (P=0,97)] e a interacdo das variaveis (tratamento x estresse) [F
(1, 9) =0,96) (P=0,35)]. Para a porcentagem do tempo de permanéncia nos bracos abertos
(E), ndo foi observada diferenca estatistica relacionada ao tratamento [F (1, 9) = 0,13
(P=0,71)], estresse [F (1, 9) = 0,14 (P=0,71)] e a interacdo das variaveis (tratamento x
estresse) [F (1, 9) = 1,76 (P=0,21)]. Para porcentagem do tempo de permanéncia nos
bracos fechados, ndo foi observada diferenca estatistica relacionada ao tratamento [F (1,
9) = 1,37 (P=0,27)], estresse [F (1, 9) = 1,26 (P=0,28)] e a interacdo das variaveis
(tratamento x estresse) [F (1, 9) = 5,31 (P=0,04)]. Para a porcentagem do tempo de
permanéncia no centro, ndo foi observada diferenca estatistica relacionada ao tratamento
[F (1,9) =0,11 (P=0,74)], estresse [F (1, 9) = 0,048 (P=0,83)] e a interacdo das variaveis
(tratamento x estresse) [F (1, 9) = 4,78 (P=0,05)].
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Assim, concluimos que tanto o estresse agudo por DS ou o tratamento com OPB
nas nossas condi¢Oes experimentais ndo foram capazes de modular o comportamento do

tipo ansioso analisado no LCE (figura 7).
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Figura 7: Efeitos da administracdo aguda do OPB em animais submetidos ao estresse agudo de derrota social em relagdo ao comportamento do tipo ansioso em animais
submetidos ao protocolo de labirinto em cruz elevado em relagdo ao nimero de entrada nos bragos abertos (A), nimero de entrada nos bracos fechados (B), nimero de entrada
no centro (C), nimero de mergulhos (D), porcentagem do tempo de permanéncia nos bracos abertos (E), porcentagem do tempo de permanéncia nos bracos fechados (F) e
porcentagem do tempo de permanéncia no centro (G). Foi realizado o teste estatistico de a ANOVA de duas vias com pds-teste de maltiplas comparacgdes de Tukey. Os resultados
estdo apresentados em média * erro padrdo da média, utilizando 10 animais por grupo (n=10). As diferencas estatisticas estdo representadas por * (p < 0.05). Os dados foram
analisados por meio do software MABA.
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4.5 O estresse agudo por derrota social e o tratamento com 6leo polpa de bocaiuva nao
sdo capazes de provocar mudangas sobre a extin¢do de memoria aversiva

Com a intencédo de estudar uma possivel modulagéo pelo estresse agudo por DS e
0 tratamento com o OPB no comportamento relacionado a extingdo de memoria aversiva
foi realizado o teste de condicionamento ao som e choque.

Relativo ao treino de condicionamento aversivo (figura 8-A), foram observadas
diferenca estatistica para o tempo [F (1, 9) = 287,6 (p=<0,0001)], estresse [F (1, 9) =
14,50 (p=0,004)], tempo x estresse [F (1, 9) = 7,671(p=0,0218)]. Entretanto ndo foram
observadas diferencas estatisticas quando para efeito derrota social [F (1, 9) =
0,3202(p=0,5853)], a interacdo tempo x derrota social [F (1, 9) = 2,06(p=0,18)], a
interacdo tratamento x derrota social [F (1, 9) = 4,07 (p=0,07)] e a interacdo entre tempo
x estresse x derrota social [F (1, 3) = 0,9514(p=0,40)].

Referente ao treino de extincdo (figura 8-B), ndo foram observadas diferencas
estatistica para o tempo [F (4, 36) = 1,20 (p=0,32)], estresse [F (1, 9) = 2,040 (p=0,1869)],
derrota social [F (1, 9) = 0,073 (p=0,79)], a interacdo tempo X estresse [F (4, 36) =
1,645(p=0,1842)], a interacdo tempo X derrota social [F (4, 36) = 0,68 (p=0,60)], a
interacdo estresse x derrota social [F (1, 9) = 0,268 (p=0,61)], e a interacdo tempo X
estresse x derrota social [F (4, 36) = 1,20 (p=0,32)].

Em relacdo ao teste de extin¢do (figura 8-C), ndo foram observadas diferencas
estatistica para o tempo [F (4, 36) = 1,208(p=0,32)], estresse [F (1, 9) = 2,040(p=0,1869)],
derrota social [F (1, 9) = 0,073 (p=0,79)], a interacdo tempo X estresse [F (4, 36) = 1,64
(p=0,18)], a interacdo tempo x derrota social [F (4, 36) = 0,68 (p=0,60)], a interacdo
estresse x derrota social [F (1, 9) = 0,26 (p=0,61)], a interacdo tempo X estresse x derrota
social [F (4, 36) = 1,20 (p=0,32)].

Diante desses resultados, € possivel concluir que os animais realizam a associa¢do
do estimulo condicionado com o estimulo incondicionado na primeira fase de teste
(treinamento do condicionamento aversivo), e portanto, adquirem a memaoria. Damesma
maneira, na segunda e terceira fase (treino de extincdo e teste de extin¢do), como nao
foram observadas diferenca estatistica no porcentual de freezing dos animais entre os
grupos experimentais, podemos concluir que o estresse agudo por DS ou o tratamento
com OPB nas nossas condi¢des experimentais ndo alteram os processos de evocao (treino

de extincdo) e extingdo (teste de extingdo) da memoria aversiva.
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Figura 8: Efeitos da administracdo aguda do OPB em animais submetidos ao estresse agudo de derrota social em relacéo a extingdo da memoria aversiva avaliado pelo teste
comportamental de extingdo da memoria aversiva, demonstrado pelo tempo de freezing. Foi realizado o teste estatistico de a ANOVA de trés vias com pds-teste de multiplas
comparacdes de Tukey, em relacdo ao treino de condicionamento aversivo (A-B), ao treino de extingdo (C-D) e ao teste de extin¢do (E-F). Os resultados estdo apresentados em

média * erro padrdo da média, utilizando 10 animais por grupo (n=10). As diferencas estatisticas estdo representadas por * (p < 0.05). Os dados foram analisados por meio do
software MABA. As diferencas estatisticas estdo representadas por * (p < 0.05).
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4.6 O estresse agudo por derrota social e o tratamento com 6leo polpa de bocaiuva nao
séo capazes de provocar anedonia

Com a intencdo de verificar uma possivel modulacéo do estresse e os efeitos do
OPB no comportamento relacionado a anedonia, foi realizado o experimento de teste de
respingo a sacarose (splash).

Apos realizagdo do teste estatistico de a ANOVA de duas vias com pés-teste de
multiplas comparacfes de Tukey, verificamos que 0s animais ndo apresentaram
diferencas estatisticas entre 0s grupos experimentais no que diz respeito ao tratamento [F
(1, 9) = 0,010 (p=0,92)], a0 estresse [F (1, 9) = 0,20 (p=0,65)] e ao tratamento x estresse
[F (1, 7) = 0,06 (p= 0,81)].Assim, conlcuimos que o estresse agudo por DS ou o

tratamento com OPB nas nossas condigdes experimentais ndo causam anedonia.
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Figura 9: Efeitos da administracdo aguda do OPB em animais submetidos ao estresse agudo de derrota
social em relacdo ao comportamento de anedonia avaliado pelo teste comportamental de teste de respingo
a sacarose (Splash), demonstrado pelo tempo de autolimpeza. Foi realizado o teste estatistico de a ANOVA
de duas vias com pds-teste de maltiplas comparagdes de Tukey. Os resultados estdo apresentados em média
+ erro padrdo da média, utilizando 10 animais por grupo (n=10). As diferencas estatisticas estdo
representadas por * (p < 0.05). Os dados foram analisados por meio do software MABA.
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4.7 Avaliagédo do efeito antioxidante
4.7.1 Sequestro do radical DPPH

Objetivando investigar o efeito antioxidante do OPB, o ensaio de DPPH foi realizado de
acordo com a metodologia adaptada de Rufino e colaboradores (2007).

Os ensaios foram conduzidos empregando as concentragdes de 12,5 a 100 ug.mL
do OPB e 100 a 2000ug/mL de Trolox, utilizado como controle positivo. Os resultados
demonstraram a capacidade antioxidante do extrato, uma vez que a porcentagem de
inibicdo do radical DPPH aumenta com o aumento da concentragdo do extrato (figura
10).

Apos realizar o teste estatistico Anova de 1 via, utilizando compara¢des multiplas
com poés-teste de Tukey, € possivel observar que o controle positivo (trolox) apresenta
diferenca estatistica quando comparado a concentragdo de 100 vs 1500 (diferenca entre
médias = 60,60%), 100 vs 2000 (diferenca entre médias= 91,80%), 500 vs 1500
(diferenca entre medias= 45,90%) ,500 vs 2000 (diferenca entre médias= 77,10%) e 1000
vs 2000 (diferenca entre medias= 58,17%). Ao observar a porcentagem de inibi¢do do
radical DPPH exercida pelo extrato, € possivel verificar diferenca estatistica nas
concentracdes de 12,5 vs 100 (diferenca entre médias= 17,45%) e 25 vs 100 (diferenca
entre medias= 17,45%).
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Figura 10: Avaliacéo do efeito antioxidante do OPB por meio da anélise da porcentagem de inibigdo do
radical DPPH em relacéo ao controle positivo (trolox) (A) e o OPB (B). Foi realizado o teste estatistico de
anova de uma via com pos teste de multiplas comparagdes de Tukey. Os resultados foram exibidos por
meio da média + erro padrdo da média (EPM) dos grupos experimentais. *p <0,005. **p <0,001. ***p =
0,0004. ****p <0,0001
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4.7.2 Sequestro do radical ABTS

Para corroborar o efeito antioxidante do OPB, foi realizada a metodologia de ABTS, de
acordo com o protocolo adaptado por Rufino e colaboradores (2007).

Para avaliagédo antioxidante do OPB foram usadas as concentragdes de 12,5 a 100
ug.mL do OPB e 1000 a 10000 ug/mL de Trolox utilizado como controle positivo. Os
resultados demonstram que foi possivel determinar a capacidade antioxidante do extrato,
uma vez que a porcentagem de inibigcdo do radical ABTS aumenta com o aumento da
concentragdo do extrato (figura 11).

Apos realizar o teste estatistico Anova de 1 via, utilizando comparag¢fes multiplas
com poés-teste de Tukey € possivel observar que ao comparar o controle positivo (trolox)
existe diferenca estatistica quando analisado as concentragdes de 100 vs 5000 (diferenca
entre médias= 40,99%), 100 vs 5000 (diferenca entre médias= 87,30%), 100 vs 5000
(diferenca entre médias= 46,37%). Ao analisar os dados obtidos pela inibicdo de ABTS
pelo OPB é possivel encontrar diferenca estatistica entre as concentracfes 12,5 vs 50
(diferenca entre médias 40,76%), 12,5 vs 100 (diferenca entre médias 93,88%), 25 vs 50
(diferenca entre médias 31,31%), 25 vs 100 (diferenca entre médias 84,43%), 50 vs 100
(diferenca entre médias 53,12%).

(A) (B)
- % % %k %k
120 e ok ok k %k
w
—
% bbb 150~ * %k ok ok
S 100- | £ e
2 Q
S CO
K * %k %k k 3 *EK
% § 50— % ok ok k
1] — o 3
5 50 I : N
k= S 0+ B
° E
3 Yerro S
0_ _50_
10 50 100 12,5 25 50 100
(mM) (mg/mL)

Figura 11: Avaliacéo do efeito antioxidante do OPB por meio da anélise da porcentagem de inibigdo do
radical ABTS em relacéo ao controle positivo (trolox) (A) e o OPB (B). Foi realizado o teste estatistico de
anova de uma via com pos teste de multiplas comparagdes de Tukey. Os resultados foram exibidos por
meio da média + erro padrdo dos grupos experimentais. *** p= 0,0007. ****p<0,0001
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4.7.4 Correlagdo entre os ensaios antioxidantes de DDPH e ABTS

Uma vez realizado as metodologias de sequestro do radical DPPH e ABTS, foi
feita a correlacdo linear entre as porcentagens de inibicdo dos radicais citados acima
(figura 12). O gréfico foi gerado com intuito da visualizacdo do perfil de inibi¢do dos
radicais livres em diferentes concentracGes do OPB. Observamos que o padréo de inibicéo
dos radicais livres investigados aumenta ao aumentar a concentracdo do 6leo vegetal.
Além disso, ndo existe diferenca estatistica entre as diferentes concentracGes testadas para
a porcentagem de inibicdo do radical DPPH e ABTS, indicadores utilizados para

determinagéo da atividade antioxidante do extrato vegetal.
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Figura 12: Correlagéo linear da porcentagem de inibig&o dos radicais livres DPPH (cinza) e ABTS (preto).
Foi realizado o teste estatistico de anova de duas vias com poés teste de multiplas comparacfes de Tukey.
Os resultados foram exibidos por meio da média * erro padrdo dos grupos experimentais.

4.8 Derrota social e o tratamento com OPB ndo modulam o sistema oxidante no
hipocampo e cortex pré-frontal

Com a intencdo de verificar uma possivel modulacdo no sistema relacionado a
protecdo frente ao estresse oxidativo, foi realizado os testes colorimétricos de
quantificacdo de glutationa reduzida e peroxido de hidrogénio, nas regides encefalicas do
hipocampo e do cdrtex pré-frontal, foram escolhidas essas regides devido a relacdo com
0 comportamento do tipo ansioso, memoria e também a anedonia.

Apos realizacdo teste estatistico de ANOVA de duas vias com pds-teste de
multiplas comparagdes de Tukey, os resultados advindos da quantificacdo de perdxido de

hidrogénio no hipocampo indicam que o0s animais ndo apresentaram diferencgas
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estatisticas entre 0s grupos experimentais no que diz respeito ao tratamento [F (1, 4) =
1,995 (p=0,23)], ao estresse [F (1, 4) = 3,17 (p=0,14)] e ao tratamento x estresse [F (1,
2) =0,73 (p=0,48)] e no cortex pré-frontal: tratamento [F (1, 4) = 1,71 (p=0,26)], estresse
[F (1, 4) = 0,25 (p=0,64)] e tratamento x estresse [F (1, 4) = 2,80 (p=0,16)].

Apo6s realizacdo teste estatistico de ANOVA de duas vias com pos-teste de
multiplas comparacdes de Tukey, os resultados da quantificacdo de glutationa reduzida
no hipocampo indicam que os animais ndo apresentaram diferencas estatisticas em
relagdo ao tratamento [F (1, 4) = 6,67 (p= 0,06)], ao estresse [F (1, 4) = 1,28 (p=0,32)] e
ao tratamento x estresse [F (1, 3) = 6,50 (p= 0,08)]. Ao observar os resultados da
quantificacdo de glutationa reduzida no cortex pré-frontal, verificamos que os animais
nao apresentaram diferencas estatisticas em relacdo ao tratamento [F (1, 4) = 0,032 (p=
0,86)], ao estresse [F (1, 4) = 0,051 (p=0,83)] e ao tratamento x estresse [F (1, 4) = 0,15
(p=0,71)].

Apos realizagdo do protocolo de estresse agudo por derrota social e também do
tratamento com o OPB, nas nossas condigdes experimentais, ndo foi observada diferenca
na quantificacdo de H.O. e GSH, entre 0s grupos experimentais analisados, tanto na

regido do hipocampo e do cortex pré-frontal.

56



Hipocampo

10— a 600
° Scm estresse ° Sem estresse
_?__’ 8- %00 o m  Com estresse E ° . Com eslresse
33 z
z = 400 .
=4 6 =
2 z :
B4 H
§ o 5 E 200 o
s = °
0- 0-
Nio tratados Tratados Nio tratados Tratados

Cortéx pré-frontal

80— © 1000
Sem estresse ° Sem estresse
2 m Com estresse £ 800 mm  Com estresse
£ 60 o £
g £ 600 {“ 2
3 ° g _é_ i
3, 407 e en o %
g £ 400
g -} OID 3
z 207 . Z 200
0- 0=
Niio tratados Tratados Nao tratados Tratados

Figura 12: Efeitos da administracdo aguda do OPB em animais submetidos ao estresse agudo de derrota
social em relacdo a quantificacdo de perdxido de hidrogénio no hipocampo (A), no cortex pré frontal (C) e
a quantificacdo de glutationa reduzida no hipocampo (B) e no cortex pré-frontal (D). Foi realizado o teste
estatistico de a ANOVA de duas vias com pos-teste de multiplas comparagdes de Tukey. Os resultados
estdo apresentados em média + erro padrdo da média, utilizando 10 animais por grupo (n=4-5). As
diferencas estatisticas estéo representadas por * (p < 0.05). Os dados foram analisados por meio do software
MABA.

5. DISCUSSAO

O estresse exerce influéncias variadas sobre a vida das diversas espécies animais,
manifestando-se de multiplas maneiras. Na atual sociedade, 0s seres vivos sao
constantemente submetidos a uma ampla gama de estimulos. A frequéncia e a intensidade
desses estimulos determinam se podem resultar em danos a saude, conforme apontado
por Monroe e Cummins (2015). Quando um estimulo estressante de alta intensidade é
enfrentado, mas com baixa frequéncia, pode resultar em estresse agudo. Infelizmente,
esse fendmeno ndo € exclusivo das espécies animais ndo-humanas e pode ser observado
nos individuos, como apds a exposicdo a acidentes de transito, incidentes domésticos ou

cenarios violentos, como assaltos, como destacado por Valenti et al. (2012).
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Com o objetivo de aprofundar a compreenséo sobre os impactos do estresse, tém
sido desenvolvidas abordagens para replicar o estresse agudo em experimentos com
animais. Camundongos, por exemplo, podem ser submetidos a metodologias especificas
que procuram emular estimulos estressores semelhantes aos encontrados na vida diaria,
como discutido por Petkovi¢ e Chaudhury (2022). Metodologias como imobilizagéo,
contengdo, exposicdo a choque elétrico, isolamento social e separacdo materna sdo
exemplos de como a ciéncia se vale do método cientifico para induzir estresse em animais,
possibilitando a investigacdo de seus efeitos e a avaliacdo de potenciais terapias para
mitigar as consequéncias decorrentes dos estimulos estressores (Campos et al., 2013).
Quando exposto a um estimulo que induza estresse, o animal experimentara modulagdes
nos processos fisiologicos, potencialmente levando ao desenvolvimento de doengas. O
estresse pode resultar em um aumento na concentracdo de citocinas pro-inflamatorias e
na diminuicdo de citocinas anti-inflamatdrias (Glaser & Kiecolt-Glaser, 2005).

Além disso, animais submetidos a combinacdo de estresse por imobilizacdo e
restricdo ao frio demonstram modulag&o no sistema oxidante. Camundongos que foram
submetidos a esse tipo de estresse apresentaram um aumento na concentracéo de catalase,
esse resultado pode revelar que o primeiro metabdlito das ROS é o H.O; e devido a isso,
existe maior concentracdo da catalase. Por meio desse mecanismo, é possivel sustentar a
hipdtese que metodologias de estresse podem causar modulacGes no sistema oxidante que
pode levar dano a integridade celular e consequentemente pode ser associada a agravos
de saude (Popovic et al., 2009).

Além disso, dependendo do tipo de estresse ao qual o animal é submetido, €
possivel observar diferentes alteracbes comportamentais. Por exemplo, animais
submetidos ao estresse de imobilizacdo demonstraram comportamento ansioso guando
avaliados por meio do teste comportamental de campo aberto (Sahin et al., 2022). Ja o
estresse crénico imprevisivel demonstrou causar comportamento de anedonia em animais
submetidos ao protocolo de teste de respingo a sacarose (splash) (Hu et al., 2017). Visto
iSSO é preciso criar estratégias que visem reestabelecer a homeostase de individuos que
foram expostos ao estresse.

Existem diversas maneiras de diminuir as consequéncias geradas pelo estresse,
como, por exemplo, a pratica de exercicios fisicos, melhora na dieta e psicoterapia.
Porém, em alguns quadros, a intervencdo farmacologica é imprescindivel, como o
emprego de farmacos como antidepressivos, ansioliticos, estabilizadores de humor,
dentre outros (Worthen & Cash, 2021).
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Por modular vias bioquimicas e sistemas cognitivos, o estresse pode prejudicar a
qualidade de vida dos seres humanos e estimulos estressores podem levar a hiperativagdo
do eixo HPA, com consequente aumento da concentracao de corticosterona, aumento de
citocinas pro-inflamatérias como IL 1B, IL6 e TNFa, aumento na ativagdo e densidade de
microglias, podendo ser verificado pelo aumento da expressdo da proteina microglial
IBA-1. O estresse pode, ainda, modular a expressdo de proteina com carater pro-
inflamatorio no sistema central e periférico, estando correlacionado a um aumento da
morte celular neuronal e reducdo da arborizacdo dendritica, podendo prejudicar
comportamentos como a interacdo social, o aprendizado e a memdria. Por esse motivo
sdo realizadas pesquisas cientificas que possuem como objetivo procurar moléculas e
intervencdes que visem manter a homeostase e resgatar a qualidade de vida dos individuos
(Du Preez et al., 2021; Esch & Stefano, 2010).

Entre as diversas estratégias empregadas para atenuar os efeitos prejudiciais do
estresse, uma abordagem que merece destaque é a fitoterapia, que envolve o uso de
plantas ou de seus componentes. A fitoterapia tem ganhado reconhecimento global devido
a sua acessibilidade e baixo custo. No Brasil, que possui uma vasta biodiversidade, ha
numerosas opg¢des disponiveis. Uma dessas opgcdes € a Acrocomia aculeata,
popularmente conhecida como bocaiuva, presente na regido Centro-Oeste do pais. Esta
planta tem se destacado como uma alternativa promissora (Duarte et al., 2022; Palhares
et al., 2021). Foram identificadas algumas propriedades farmacoldgicas da A. aculeata
(bocaiuva), como ac¢des anti-inflamatoria, antioxidante, antigenotoxica, hipoglicemiante
e hepatoprotetora (COSTA et al., 2020; Gillingham et al., 2011; Monteiro-Alfredo et al.,
2020; Ramos et al., 2007; Raspe et al., 2013; Sant’Ana et al., 2023). No entanto, 0 seu
uso pela populacdo com finalidades medicinais ou nutracéuticas ainda é incipiente. Alem
disso, nao existem estudos conclusivos acerca dos possiveis beneficios dessa planta em
relacdo a alteracdes comportamentais. Nesse contexto, este projeto avaliou o potencial da
A. aculeata em animais submetidos ao protocolo de estresse agudo por meio do teste de
derrota social em camundongos machos.

A partir da bocaiuva (Acromia aculeata), € possivel obter dois tipos de 0leos
vegetais: o primeiro refere-se ao 0leo de améndoas que utiliza como matéria prima as
sementes e contém em sua composi¢cdo majoritariamente de &cidos graxos saturados e
acidos graxos de cadeia longa. Esse Oleo possui efeitos hipoglicemiantes, agdo
adaptogénica e reducdo da deposicdo de acidos graxos de cadeia média (NUNES, 2018;

Nunes et al., 2018). O segundo 6leo, 0 OPB, é composto por flavonoides, - caroteno e
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tocoferdis e acidos graxos monoinsaturados como o acido oleico e atua sobre o estresse
oxidativo, inflamacdo e danos genotdxicos (COSTA et al., 2020). Frente a isso, 0 6leo
escolhido para este projeto em questdo foi o OPB, devido a suas propriedades anti-
inflamatoria e antioxidante.

A escolha do OPB se deu devido aos 6leos essenciais possuirem atividades
bioldgicas, como antioxidante e anti-inflamatéria, que podem estar correlacionada a
modulacdo de comportamentos. Por exemplo, o consumo do éleo de palma ndo promove
eventos pro-inflamatérios, como o aumento de citocinas pro-inflamatdrias, e estresse
oxidativo em ratos tratados com racdo contendo a parte lipidica de éleo de palma. Este
6leo possui, em sua composicao, flavonoides e tocoferois, assim como o OPB (Djohan et
al., 2021). O dleo essencial de tomilho (Thymus vulgaris L.), que possui em sua
composicdo compostos fendlicos e flavonoides como o OPB, é tem agdo antioxidante,
eliminando ROS e inibindo a sintese de IlI- 6, 1I-8, II- B e TNF-alpha, citocinas
sabidamente pro-inflamatorias (Pandur et al., 2022).

O tratamento agudo com 50uL do dleo de S. lavandulaefolia, uma das espécies de
sélvia, constituido exclusivamente por monoterpenos e 1,8-cineol, pertencente aos grupos
dos terpenos, também é capaz de inibir a acdo da enzima colinesterase, podendo ser
correlacionada a sistemas cognitivos de memoria (Kennedy et al., 2010).

O tratamento via inalatoria em camundongos utilizando o 0Oleo essencial de
laranja, que possui em sua composi¢do flavonoides, carotenoides, terpenos e compostos
fendlicos, é capaz de gerar efeito ansiolitico mensurados no teste da caixa claro/escuro
sem alterar a concentracdo de melatonina e corticosterona (Saini et al., 2022;
Wolffenbdttel et al., 2018).

Por meio de estudos de coorte, meta-analises e evidéncias epidemioldgicas é
possivel inferir que a ingestdo de insumos que possuem em sua COMpPOSICA0 coMPOstos
fendlicos estdo relacionadas a melhora da funcdo cognitiva na meia-idade em voluntarios
saudaveis e a reducdo do comprometimento cognitivo e declinio cognitivo em populactes
idosas (Devore et al., 2012; Kesse-Guyot et al., 2011; Kuriyama et al., 2006; Ng et al.,
2008; Nurk et al., 2008)

A quantificacdo de dienos e trienos presentes nas amostras de OPB fornecem
informacGes acerca da qualidade do 6leo. A formacéo desses compostos esta relacionada
ao processo de oxidacdo que pode levar a rancidez do 6leo e consequentemente um
decréscimo de sua qualidade. A metodologia utilizada foi feita a partir da quantificacéo

da presenca de dienos e trienos por meio da leitura em comprimentos de onda de 232nm
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e 270nm (Kotha et al., 2022). Nossos dados demonstraram valores de 1,97 a 232 nm e 2
a 270 nm, valores proximos ao recomendado para o Gleo de oliva. Nossos dados
demonstram alta qualidade e estabilidade do dleo utilizado neste projeto (Gallardo-
Guerrero et al., 2005).

Em nossas condicdes experimentais, O OPB parece ndo ser capaz de modular a
proliferacdo de células hematopoiéticas; entretanto o tratamento subagudo aqui utilizado
aparentemente ndo foi toxico nexte contexto (McKim et al., 2018), corroborando o efeito
ndo téxico do dleo no estudo de Traesel e colaboradores (2015). Nossos dados
demonstraram alta qualidade e estabilidade OPB e estudos prévios mostraram
concentracdo de peréxido de 4,26 meq O2/kg, valor dentro do recomendado por 6rgéos
regulatérios internacionais, sendo o valor maximo de peroxido permitido de 15meq
O./kg. Com isso, podemos concluir que nossa amostra vegetal ndo possui processo de
oxidacao (Gallardo-Guerrero et al., 2005; Lescano, Oliveira, et al., 2015; NUNES, 2018;
Nunes et al., 2018).

A modulacdo da ativacdo ou inibicdo de receptores de diferentes
neurotransmissores, estimulo a sintese de neurotrofinas fundamentais para a plasticidade
sinaptica e interacBes com 0s receptores de membrana da tirosina quinase representam
alvos farmacoldgicos potenciais de metabodlitos secundarios presentes de plantas. Em
decorréncia desses mecanismos, esses grupos quimicos podem desempenhar um papel
expressivo em diferentes tipos de alteracGes comportamentais, em especial em contextos
que envolvem estresse (Kennedy, 2014; Spencer, 2009; Vauzour, 2014; Williams &
Spencer, 2012). O estresse social pode ser capaz de modular sistemas cognitivos (Brewin
et al., 2000) e podem ser mimetizados na pesquisa cientifica por meio do protocolo de
derrota social (Kudryavtseva, 1994; MICZEK et al., 2008; Shimamoto, 2018). A
metodologia € um protocolo classico para se estudar estresse em camundongos e envolve
o0 paradigma residente- intruso (Golden et al., 2011; Kudryavtseva et al., 1991; MICZEK
et al., 2008).

Os animais C57BI/6, em geral, demonstram resisténcia a esse tipo de estresse. No
entanto, modificacbes foram introduzidas para alcancar a padronizacdo de modelos
eficazes no estudo do estresse social. Esse modelo revela-se intrigante, uma vez que
abrange ndo somente um componente fisico, mas também um componente emocional
(Dadomo et al., 2011; Razzoli, Carboni, Andreoli, Ballottari, et al., 2011; Razzoli,
Carboni, Andreoli, Michielin, et al., 2011).
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Uma alteracdo fundamental no protocolo envolve um confronto fisico entre os
animais durante um periodo de 10 minutos, no qual o animal C57BI1/6 é submetido a
agressao e derrota social. Para abranger o aspecto psicoldgico, o animal permanece em
contato com o agressor durante 48 horas, ambos separados por uma barreira mecanica,
impedindo possiveis agressoes subsequentes (Golden et al., 2011).

Outro ponto importante é que o protocolo de derrota social € feito usualmente de
maneira crénica, durante 10 dias, sendo utilizado como modelo para a indugdo de
comportamento do tipo depressivo. Entretanto, de acordo com a periodicidade, é possivel
definir o protocolo como agudo, quando realizado em apenas uma sessao ou diversas
sessdes em apenas um dia, quando realizada entre 1 a 7 dias com apenas uma sessao ao
dia, ou intermitente, utilizando mais de uma sessdo, porém utilizando intervalos bem
estabelecidos (Kudryavtseva et al., 1991; MICZEK et al., 2008; Rygula et al., 2008;
Shimamoto, 2018). Para execuc¢do do projeto em questdo foi feito apenas uma derrota
social.

Para o delineamento experimental utilizado nesse trabalho foi utilizado a dosagem
de 15mg/kg do OPB. Traesel e colaboradores (2014) demonstraram que o tratamento de
até 2000 mg/kg administrado via gavagem ndo causou toxicidade nos animais e nédo
alterou os parametros de consciéncia, atividade e coordenagdo motora, tbnus muscular e
reflexos. N&@o foram observadas alteracdes nos sistemas nervoso central (SNC) e nervoso
autbnomo (SNA). Além disso, ndo foram encontradas alteragdes morfoldgicas que
indicassem toxicidade nos pulmdes, figado, rins e coracdo (Traesel et al., 2014). Costa e
colaboradores (2020), utilizando a mesma dosagem do OPB do nosso estudo observaram
acdo anti-inflamatdria e antimutagénica deste composto.

Em nossas condigdes experimentais, 0 estresse agudo por derrota social ndo
induziu comportamentos do tipo ansioso, ndo alterou processos mnemadnicos relacionados
a memoria aversiva e ndo causou anedonia. Da mesma maneira, nossos resultados
demonstraram que na dose e tempo empregados no pré-tratamento, O OPB nédo foi capaz
de modular o comportamento do tipo ansioso em relagdo aos animais nao tratados.

Animais que apresentam comportamento do tipo ansioso permanecem e entram
um maior namero de vezes nos bracos fechados do EPM, além de ndo realizar o
comportamento de mergulho, que consiste em 0 animal esticar o0 corpo e interagir com o
ambiente abaixo do aparato. Quando animais ndo apresentam comportamento do tipo
ansioso, é observado um maior tempo de permanéncia e um maior nimero de entrada nos

bragcos abertos do aparato (Walf & Frye, 2007). Camundongos C57BL/6 expostos a
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metodologia de derrota social repetida apresentaram comportamento do tipo ansioso no
labirinto em cruz elevada, preferéncia social por camundongos fémeas no teste
comportamental de preferéncia sexual, além apresentarem prejuizo de atencéo,
mensurada por meio do teste de mudanca do conjunto de atencdo (Higashida et al., 2018).

A derrota social aguda pode modular sistemas cognitivos, aléem de modular o
processo de sono. Animais que passaram pelo protocolo de derrota social aguda
apresentaram um maior tempo de sono. Além disso animais privados por 1 e 3 horas de
sono logo ap6s o protocolo de derrota social apresentam maior comportamento do tipo
ansioso nos testes de campo aberto e labirinto em cruz elevado (Fuijii et al., 2019; Zhang
& Yao, 2019). Ainda, camundongos C57BL/6 classificados com baixo comportamento
do tipo ansioso mensurado previamente da execugdo do estresse agudo de exposi¢do ao
cheiro do predador demonstraram baixo comportamento ansioso apos a metodologia de
estresse, sustentando assim que a diferenca comportamental entre os animais varia dentro
da propria espécie e demonstra que a modulacdo pode se dar por uma resiliéncia a
metodologias que causam estresse (Jakovcevski et al., 2008).

Quanto ao teste de condicionamento, os dados obtidos demonstraram a derrota
social aguda ndo foi capaz de causar prejuizos na aquisicdo, evocacao e extingdo da
memoria aversiva, uma vez que no primeiro dia do condicionamento houve a associacao
entre 0 estimulo condicionado e o estimulo incondicionado, que fica evidente ao
observarmos os dados do primeiro dia dos experimentos em que existe um aumento do
comportamento de freezing dos animais no experimento de extin¢do de memoria.

Ao analisar os resultados do segundo e terceiro dia dos experimentos nao foram
demonstradas diferencas estatisticas no comportamento de freezing dos animais,
demonstrando assim que a derrota social aplicada aos camundongos néo é capaz de gerar
um déficit de extincdo da memoria aversiva. Além disso, é possivel dizer que o tratamento
com o OPB néo foi capaz de modular o sistema cognitivo relacionado a extingdo de
memoria aversiva.

Em um estudo realizado com pacientes diagnosticados com o transtorno de
estresse pds-traumatico e transtorno do estresse agudo foi levantada a hipotese que o
estresse agudo pode causar um déficit na extincdo da memoria e na aquisi¢cdo de novas
tarefas em que é necessario utilizar o componente mnemdnico(Guez et al., 2011). O
mesmo grupo demonstrou que pacientes que Sd0 expostos a um estresse agudo

apresentam déficit na aquisicdo e formacdo de novas memdoria, além de possuir um déficit
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de extincdo de memoria ligado a fatores que o remetem ao estresse apresentado (Guez et
al., 2013).

O teste comportamental de teste de respingo a sacarose foi realizado com intuito
de verificar o comportamento de anedonia. O protocolo consistiu em ambientar os
animais em uma caixa durante duas horas e apés este periodo, aplicar no dorso do animal
uma solucdo de 10% de sacarose e observar o comportamento de autolimpeza
(Bouguiyoud et al., 2022; Isingrini et al., 2010). Em nossas condi¢Ges experimentais, nao
observamos diferenca estatistica no comportamento de autolimpeza entre 0s grupos.
Assim, podemos predizer que o protocolo de estresse agudo por derrota social e o
tratamento com o OPB n&o foram capazes de alterar o comportamento de anedonia em
camundongos C57BI/6.

Esta auséncia de resultados pode ser justificada pelo tempo de exposicdo ao
estresse. Estudos mostram que o protocolo de derrota social crénica utilizando 5 sessfes
diarias induz o comportamento de anedonia por meio da avaliacao do teste de preferéncia
a sacarose (Riga et al., 2015) assim como o estresse cronico imprevisivel realizado por
28 dias foi capaz de gerar comportamento de anedonia mensurado nos testes de nado
forcado e exploracédo de objetos (Strekalova et al., 2004).

Quanto aos efeitos celulares do OPB, o bleo utilizado neste estudo demonstrou
atividade in vitro. Por meio dos ensaios de DPPH e ABTS foi possivel observar que a
acdo oxidante ndo é comparada ao controle (trolox); entretanto foi possivel analisar um
perfil de aumento da porcentagem dos radicais livres a medida que existiu aumento da
concentracdo do extrato. O metodo de ABTS é baseado na captura de compostos
ionizantes de hidrogénio (SRIDHAR & CHARLES, 2019), que demonstrara o resultado
alto de absorbancia, mudando o aspecto arroxeado para o amarelado. A metodologia do
ensaio de DPPH ¢ baseada na transferéncia de elétrons, reduzindo o radical ABTS «+.
Esse ensaio demonstra quantitativamente a acdo de compostos secundarios e, na pratica,
observa-se a mudanca colorimétrica, variando da cor azulada para o transparente (Kotha
et al 2022).

A diferenca entre as metodologias sustenta a hipdtese da investigacao da atividade
antioxidante in vitro utilizando dois protocolos e, baseados nesses dados, investigamos a
modulacdo do sistema oxidante in vivo.

Os dados demonstraram né&o haver diferenca nas concentragdes de H.O> e de GSH

no hipocampo e no cértex pré-frontal. Esse evento demonstra que o fator estressante nao
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foi capaz de gerar modulagao no sistema antioxidante, e que o tratamento ndo é capaz de
modular as concentragdes de tais moléculas.

O cértex pré-frontal foi escolhido por ser a regido encefalica relacionada a
resolucdo de problemas, aprendizado e memoria, tomada de decisdo e modulacdo do
comportamento social (Dafny & Rosenfeld, 2017). O hipocampo foi escolhido por ser
uma regido cerebral envolvida principalmente nos processos de aprendizado e memaria
(Opitz, 2014).

Foi demonstrado que camundongos C57BI/6 machos alimentados com dieta
hiperlipidica tiveram diminuicdo da concentracdo da enzima superdxido dismutase
(SOD) e diminuigéo da translocagéo nuclear do fator nuclear Kappa B (NFKB) quando
tratados com dieta incorporada com o OPB, demonstrando assim atividade antioxidante
e anti-inflamatdria do OPB (Sant’Ana et al., 2023). Lescano e colaboradores (2015)
demonstraram que OPB possui efeito anti-inflamatorio observado apos realizacdo da
metodologia de edema de pata e o tratamento com OPB foi eficaz em diminuir o
recrutamento de leucdcitos, além de diminuir a formacdo do edema de pata em ratos
Wistar (Lescano, lwamoto, et al., 2015).

Apesar das evidéncias na literatura ja citadas, nossos dados demonstram que a
derrota social realizada em um dia ndo provocou mudancas no comportamento do tipo
ansioso e anedonia nos animais. Especulamos que seja possivel que a metodologia
apresente como limitacdo a modulacéo de sistemas de memorias e vias bioquimicas nao
estudadas no projeto. Indica-se a execucdo de metodologias para verificar o efeito do
estresse sobre a memoria, testes diferentes para investigar se a metodologia aplicada no
estudo pode modular o comportamento do tipo ansioso e anedonia. Além disso, convem
utilizar novos grupos com um maior tempo de tratamento nos animais a fim de encontrar

possiveis alteracdes.

6. CONCLUSAO

Os dados encontrados pelas metodologias aplicadas sustentam que o tratamento
com OPB ndo é toxico e ndo leva modulacdo de sistema cognitivos em animais saudaveis
n3o submetidos ao protocolo de estresse. E possivel salientar que o protocolo de derrota
social aguda ndo modula o comportamento do tipo ansioso e ndo causa anedonia nos
animais. Além disso a interagdo dessas variaveis ndo provoca mudanca na memoria de

extingdo, comportamento do tipo ansioso, anedonia e no sistema oxidante dos animais.
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Assim, torna-se necessario investigar o efeito comportamental por meio de metodologias
diferentes, aumentar o nimero de animais por grupo e investigar vias bioquimicas que

possam ter sido alteradas devido ao estimulo estressor e o tratamento com o fitoterapico.
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