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RESUMO

O uso de plantas como profilaxia, tratamento e cura de doencas, tem acompanhado a
humanidade ao longo dos anos, ganhando espago no mercado que outrora estava dominado por
produtos industrializados. Na area da psicofarmacologia, alguns transtornos humorais como a
ansiedade generalizada, a sindrome do panico, o transtorno obsessivo-compulsivo e fobias, sao
exemplos mais comuns de doengas mentais no mundo, as quais tornaram-se instrumentos de
pesquisa de grande interesse. Atualmente o tratamento farmacoldgico para o transtorno de
ansiedade consiste no uso de medicamentos que embora mostrem eficacia clinica, apresentam
varios efeitos adversos. Sendo assim, o objetivo desse estudo foi avaliar a atividade
farmacoldgica do extrato da casca de Erythrina velutina Willd, afim de comprovar sua eficacia
frente a ansiedade, como a primeira etapa para o desenvolvimento de uma nova formulagao
farmacéutica. Os extratos hidroalcdolicos foram produzidos pelos métodos de ultrassom e
turbolise, em diferentes concentragdes de solvente. Em seguida os extratos foram secos por
evaporacdo rotativa e submetidos ao screeming fitoquimico. A prospeccdo da atividade
ansiolitica do extrato seco de E. velutina foi realizada através de testes comportamentais, como
Teste em Labirinto cruz elevada (TLCE) e medidas etologicas (espreitas, levantar, autolimpeza
e mergulho de cabeca), Teste da Movimentagdo Espontanea (TME) e teste de barra giratoria
(rota rod). O estudo semiquantitativo dos metabolitos secundarios do extrato seco de E. velutina
revelou que o método capaz de extrair maior quantidade de metabdlitos secundarios foi a
turbolise, utilizando como solvente agua:etanol na concentragdo 30/70 v/v. O teste de
toxicidade aguda mostrou que o extrato possui uma dose letal média maior que 2000 mg kg™,
caracterizando o mesmo como substancia de baixa toxicidade. O tratamento dos camundongos
com o extrato de E. velutina revelou que o insumo farmacéutico ativo vegetal possui potencial
efeito ansiolitico quando administrado na dose de 250 mg kg™!, além disso no teste de rota rod
nao se observou efeitos miorrelaxantes pela administragdo do extrato, fato bastante importante,
uma vez que esse ¢ um dos principais efeitos adversos proporcionados pelos benzodiazepinicos.
Sabendo que a terapia atual com ansioliticos apresenta muitos problemas, tais como risco de
dependéncia, sindromes de abstinéncia ou retardo para inicio do efeito, os resultados obtidos
no presente trabalho fornecem importantes informagdes para futuros estudos clinicos voltados
a avaliar o potencial efeito ansiolitico de preparacgdes fitoterapicas de E. velutina sobre o

distarbio de ansiedade.

Palavras-Chave: Erythrina velutina. Atividade ansiolitica. Planta Medicinal. Mulungu.



ABSTRACT

The use of plants as prophylaxis, treatment and cure of diseases has accompanied humanity
over the years, gaining space in the market that was once dominated by industrialized products.
In the field of psychopharmacology, some mood disorders such as generalized anxiety, panic
syndrome, obsessive-compulsive disorder and phobias are the most common examples of
mental illnesses in the world, which have become research instruments of great interest.
Currently, the pharmacological treatment for anxiety disorder consists of the use of drugs that,
although showing clinical efficacy, have several adverse effects. Therefore, the objective of this
study was to evaluate the pharmacological activity of the bark extract of Erythrina velutina
Willd, in order to prove its effectiveness against anxiety, as the first step for the development
of'a new pharmaceutical formulation. The hydroalcoholic extracts were produced by ultrasound
and turbolysis methods, in different solvent concentrations. Then the extracts were dried by
rotary evaporation and submitted to phytochemical screening. The prospection of the anxiolytic
activity of the dry extract of E. velutina was carried out through behavioral tests, such as the
Elevated Cross Labyrinth Test (ELFT) and ethological measures (peeking, lifting, self-cleaning
and head diving), Spontaneous Movement Test (SMT) and rotating rod test. The semi-
quantitative study of secondary metabolites from the dry extract of E. velutina revealed that the
method capable of extracting the greatest amount of secondary metabolites was turbolysis,
using water:ethanol as a solvent at a concentration of 30/70 v/v. The acute toxicity test showed
that the extract has an average lethal dose greater than 2000 mg kg-1, characterizing it as a
substance of low toxicity. The treatment of mice with the extract of E. velutina revealed that
the active vegetable pharmaceutical ingredient has a potential anxiolytic effect when
administered at a dose of 250 mg kg-1. This is a very important fact, since this is one of the
main adverse effects provided by benzodiazepines. Knowing that current therapy with
anxiolytics presents many problems, such as risk of dependence, withdrawal syndromes or
delay in onset of effect, the results obtained in the present work provide important information
for future clinical studies aimed at evaluating the potential anxiolytic effect of herbal

preparations of E. velutina on anxiety disorder.

Keywords: Erythrina velutina. Anxiolytic activity. Medicinal plant. Mulungu.
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1 INTRODUCAO

Na darea da psicofarmacologia, alguns transtornos humorais como a ansiedade
generalizada, a sindrome do panico, o transtorno obsessivo-compulsivo e fobias, sdo exemplos
mais comuns de doengas mentais no mundo, as quais tornaram-se instrumentos de pesquisa de
grande interesse (RABBANI et al., 2008). A ansiedade generalizada ¢ caracterizada por
doengas cronicas e preocupagdo persistente, geralmente essa preocupacao ¢ multifocal,
excessiva e de dificil controle e vem acompanhada por outros sintomas fisicos e psicologicos
inespecificos. A ansiedade comumente se intensifica no contexto das pressoes, demandas e
estresses da vida diaria, sendo uma reaciio natural e adaptativa. (SCHONHOFEN, 2020)

Atualmente o tratamento farmacologico para o transtorno de ansiedade consiste no uso
de medicamentos que embora mostrem eficacia clinica, apresentam varios efeitos adversos. A
exemplo dos benzodiazepinicos, que possuem relativa seguranga e podem proporcionar efeitos
indesejados, como amnésia, dependéncia e sedacdo, que causam consideravel preocupagao nos
pacientes que fazem seu uso. (RAUPP et al., 2008). Dessa forma, faz-se necessaria a obtengao
de novos insumos farmacéuticos ativo (IFA), com capacidade ansiolitica que ndo apresentem
tais efeitos adversos.

O uso de plantas como profilaxia, tratamento e cura de doengas, tem acompanhado a
humanidade ao longo dos anos. Recentemente vem ocorrendo um grande aumento na utilizagao
e procura desses recursos medicinais alternativos, ganhando espago no mercado que outrora
estava dominado por produtos industrializados (BORTOLUZZI et al., 2020). Nos paises em
desenvolvimento, 65-80% da populagao depende das plantas medicinais como Unica maneira
de acesso aos cuidados basicos de satde e em algumas comunidades passam a ser a solucao
mais acessivel em relagdo aos medicamentos alopaticos (MOTALEB, et al., 2011; NEWMAN;
CRAGG, 2013; BORTOLUZZI et al., 2020).

As plantas medicinais apresentam elevada importancia para o bem estar na satide mental
e seus componentes ativos ajudam na cura e no tratamento de diversas patologias, ajudando
assim na diminui¢@o dos possiveis efeitos provocados com a utilizagdo de drogas sintéticas.
Grande parte da populacdo faz uso da fitoterapia, o que pode ser justificado pelo fato dos
medicamentos sintéticos apresentarem elevado custo, tornando sua acessibilidade menor, além

de possuir efeitos ndo desejados ao organismo (NOBREGA et al., 2017).
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Dessa forma, carecem estudos que fornecam informagdes acerca da atividade
farmacoldgica de preparagdes fitoterapicas das cascas de E. velutina, a fim de garantir ou nao
0 uso popular da planta no tratamento de transtornos de ansiedade, assim como contribuir para
o desenvolvimento de novos medicamentos fitoterapicos.

Para tanto, o objetivo desse estudo foi avaliar a atividade farmacologica do extrato da
casca de Erythrina velutina Willd, afim de comprovar sua eficacia frente a ansiedade, como a
primeira etapa para o desenvolvimento de uma nova formulagao farmacéutica.

Em consonancia, os resultados obtidos com essa pesquisa tém como base fundamental
a transferéncia de conhecimentos para a sociedade através das Secretarias Estaduais e
Municipais de Satude, enfatizando a utilizacdo de medicamentos fitoterapicos e drogas vegetais
para serem utilizadas na forma de chd, insumos farmacéuticos ativos vegetais padronizados e

seus respectivos usos.



14

2  OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Realizar o estudo farmacolégico da planta Erythrina velutina Willd, com a finalidade

de se comprovar a sua atividade ansiolitica.

2.2 Objetivos especificos

e Obter o extrato seco, a partir do extrato hidroalcoolico das cascas de E. velutina;
e Realizar a prospecc¢ao fitoquimica, para quantificagdo de metabolitos secundarios;
e Avaliar o efeito toxicoldgico ndo clinico agudo do extrato de E. velutina

e Investiga o possivel efeito ansiolitico do extrato de E. velutina
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Plantas Medicinais

A utilizacdo de plantas com fins medicinais, para tratamento, cura e prevencao de
doengas, ¢ uma das mais antigas formas de pratica medicinal da humanidade. O alcance dessas
informacdes coopera para o acimulo de experiéncias, buscando a partir do estudo, o
aperfeigoamento e o progresso da ciéncia na area (DAR et al., 2017). A Organizacado Mundial
de Satde divulgou que 65-80% da populagdo dos paises em desenvolvimento dependiam das
plantas medicinais como unica forma de acesso aos cuidados basicos de satde. (OMS, 2006).

Com o passar dos anos, diferentes procedimentos clinicos tradicionais utilizando plantas
medicinais t€m sido registrados. Embora haja grande evolu¢do da medicina alopética a partir
da segunda metade do século XX, existem obstaculos basicos na sua utiliza¢ao pelas populagdes
carentes, que vao desde o acesso aos centros de atendimento hospitalares a obtencao de exames
e medicamentos. Estes motivos, associados com a facil obtenc¢do e a grande tradi¢do do uso de
plantas medicinais, contribuem para sua utilizacdo pelas populagdes dos paises em
desenvolvimento. (VEIGA et al, 2005).

De acordo com a Organizacao Mundial da Satde (OMS, 2016), plantas medicinais sao
definidas como espécies vegetais tradicionalmente utilizadas como alternativa para promogao
e recuperacdo da saude. Esses beneficios terapéuticos sdo atribuidos a presenca de constituintes
bioativos, dos quais, muitos sdo empregados no desenvolvimento e producao de medicamentos.
Tendo em vista a grande contribui¢do das plantas medicinais na historia das Ciéncias da Satide
e elevada biodiversidade vegetal e cultural do Brasil, foi criada a Politica Nacional de Plantas
Medicinais e Fitoterapicos (PNPMF) em 2006 (BRASIL, 2006).

Virias desvantagens relacionadas a busca de novos fitoterdpicos a partir de produtos
naturais tém sido superadas através da aplicagdo de novas tecnologias uteis, desde a realizagao
de estudos quimicos, farmacéuticos a farmacoldgicos. Isso tem permitido o desenvolvimento
de fitoterapicos com seguranga, eficdcia e qualidade comprovadas os quais se destacam no
mercado farmacéutico internacional. A transformacao de uma planta em um medicamento deve
visar a preservacao da integridade quimica e farmacolédgica do vegetal, garantindo a constancia
de sua acgdo bioldgica e a sua seguranca de utilizagdo. Para atingir esses objetivos, a producao
de fitoterapicos requer, necessariamente, estudos prévios e multidisciplinares, relativos aos
aspectos botanico, agrondmico, fitoquimico, farmacogndstico, farmacoldgico, toxicologico, de

desenvolvimento de metodologias analiticas e tecnoldgicas (SILVA, 2018).
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3.2 Erythrina velutina Willd

Erythrina ¢ um género pertencente a familia Leguminoseae (Fabaceae), que conta com
mais de cem espécies, presentes em regides tropicais e subtropicais de ambos os hemisférios.
O nome Erythrina vem do grego erythros, que significa vermelho, referindo-se a cor das flores
de diversas espécies desse género. Esse grupo possui arvores de porte médio que medem entre
15 a 20 metros de altura, com madeira mole e espinhos triangulares ao longo do tronco, possui
flores grandes de cor vermelha ou alaranjada, ja4 as folhas podem medir at¢ 12 cm de
comprimento. A arvore (figura 1) produz pequenos frutos do tipo vagem, deiscentes, de 6 a 12

cm de comprimento e coloragdo marrom. (SCHLEIER; QUIRINO; RAHMEL, 2016).

Figura 1 — (a) Erythrina velutina Willd; (b) Flor; (¢) semente; (d) fruto.

s . LT

Fonte: https://bravosolucoesambientais.com.br/inicio/88-mulungu-erythrina-velutina-willd.html

Comumente conhecida como Mulungu, entre outros nomes, a Erythrina velutina Willd
pode ser encontrada na regido do semidrido do nordeste do Brasil e tem como principal
caracteristica sua resisténcia a periodos com baixa incidéncia de chuva, com rapido crescimento
e capacidade de fixacao de nitrogénio (RIBEIRO et al., 2018). Ha anos o uso dessa espécie em
algumas comunidades brasileiras para o tratamento de insonia e outros disturbios do sistema
nervoso central é bastante difundido (SILVANIA et al., 2007).

Estudos quimicos realizados com a casca de E. velutina permitiram o isolamento de
alcaloides, terpenos, polifenois e flavonoides. Esses compostos, incluindo flavondides e acidos
fendlicos, chamam a aten¢do da comunidade cientifica devido a sua ampla gama de efeitos
farmacoldgicos, os quais agem como poderosos antioxidantes e anti-inflamatérios. J4, a

avaliagdo toxicoldgica da planta mostrou baixa toxicidade em ratos, enquanto estudos
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farmacoldgicos clinicos demonstraram  atividades ansioliticas, anticonvulsivantes,
antinociceptivas e antiedematogénicas do extrato (SILVA et al., 2016).

Além disso, os extratos hidroalcdolicos das folhas e flores da E. velutina apresentam
substancias como agucares redutores, fenodis, taninos, proteinas e aminoacidos, depsideos e
depsidonas, derivados de cumarina, esteroides e triterpenoides. A saponina espumidica, os
esteroides e os triterpenoides sdo compostos presentes exclusivamente nas folhas. Ja os
alcaloides foram detectados tanto nas folhas quanto nas inflorescéncias, enquanto os
glicosideos cardiotonicos e glicosideos antraquinonicos foram detectados apenas nas
inflorescéncias (PALUMBO et al., 2016)

O uso da E. velutina ¢ bastante difundido na medicina popular, de modo que, ¢ realizada
administracdo oral do extrato aquoso (infuso ou decocto) ou de uma tintura (extrato
etanol/dgua) preparada a partir da casca do caule recém-colhida. (TESKE; TRENTINI, 1995;
MATOS, 1997). Muitas propriedades farmacologicas da espécie E. velutina tem sido
investigadas e reportadas na literatura, em varios modelos animais realizados in vivo, sendo a

atividade ansiolitica a mais referida. (OZAWA et al., 2008)

3.3 Ansiedade

A ansiedade, palavra derivada do grego agkho que significa estrangular, sufocar e
oprimir, € caracterizada como um estado apreensivo ou amedrontador, de carater subjetivo,
acompanhado por alteragdes fisiologicas, cognitivas e emocionais. (SILVA, 2020). De acordo
com o relatério da OMS (2019), a ansiedade representa um dos transtornos mentais mais
prevalentes do mundo, o Brasil tem o maior niimero de pessoas ansiosas do mundo cerca de
18,6 milhdes de brasileiros (9,3% da populagdo). Enquanto que a prevaléncia mundial do
transtorno de ansiedade ¢ de 3,6%. Esse transtorno mental atinge 5,6 % da populacdo no
continente americano, alcangando proporgdes maiores no Brasil, o qual possui 0 maior numero
de casos entre todos os paises do mundo.

Esta doenga se configura como um problema que agrega inimeros graus de desconforto
tanto no &mbito psiquico como fisico, sendo esses: sudorese, pensamento acelerado dificuldade
em concentragdo e insOnia, essa falta de sono acaba levando a outros problemas de satide, como
problemas cardiacos, doenga do péanico. E o efeito dominé de uma série de doengas (SANTOS,

etal., 2021).
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Pode ser definida como uma emogao orientada ao futuro sobre eventos potencialmente
aversivos e/ou perigosos, que gera reagdes fisiologicas, comportamentais e afetivas que
mobilizam o individuo para se preparar para possiveis ameacas. Organicamente pode ser
expressa como sensacao de mal-estar psicologico, traduzido por diversas perturbagdes
somaticas como as cardiorrespiratérias e as gastricas. Esta alocada como desordem psiquica,
pois ainda ndo estd completamente elucidada. (STEIN, 2015; SCHONHOFEN, 2020)

Caracteriza-se por um estado do funcionamento cerebral que esta relacionado a
problemas externos, que interferem no funcionamento de determinadas fibras nervosas que
regulam o estado excitado do sistema nervoso central e gonadotréfico. Essa percepgao ativa o
eixo hipotalamo-hipdfise-adrenal (HPA), gerando sintomas autondmicos, como taquicardia,
aumento da respiracao, tensdo muscular e insdnia, ativando sistemas cerebrais associados ao
sistema simpatico (BRAGA et al., 2010).

A ansiedade ¢ considerada normal quando é manifestada por meio de respostas do
organismo, ¢ ¢ considerada patologica quando a intensidade ou a frequéncia nao corresponde
aos motivos que a desencadeou, ou quando nao ha motivos aparentes. Quando ela traz
sofrimento, desentendimento, prejuizo ao comportamento, fuga de situagdes importantes €

caracterizada como doenca (BULASMED, 2016).

3.4 Tratamento convencional

E sabido que na ansiedade ocorre um desequilibrio entre mediadores estimulantes e
depressores do sistema nervoso central, porém, a sua etiologia ainda ¢ um pouco obscura. Desse
modo, os farmacos disponiveis ndo possuem carater curativo e sim paliativos, atenuando o
desequilibrio experimentado pelo paciente. Por mais que se tenha avang¢ado nos estudos da
ansiedade e ansioliticos, a extrapolagdo dos dados obtidos em modelos animais de ansiedade
para o homem ¢ limitada, impondo grande desafio para descoberta de novos ansioliticos.
(ZANELLATI et al., 2021)

Atualmente o tratamento farmacoldgico para o transtorno de ansiedade consiste no uso
de benzodiazepinicos, buspirona e antidepressivos; no entanto, embora esses tratamentos
mostrem eficdcia clinica, eles apresentam varios efeitos adversos. Dentre os medicamentos
utilizados para tratar transtornos de ansiedade, predominam os estimuladores da
neurotransmissao do acido y-aminobutirico (GABA) o principal neurotransmissor inibitério do

sistema nervoso central. Os benzodiazepinicos estdo entre as primeiras opgdes, sendo bastante
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utilizados nos ultimos anos para tratar as diversas formas de ansiedade. (PINHEIRO et al.,
2018).

Apesar dos antidepressivos e os ansioliticos serem instrumentos terapéuticos
importantes, a terapia com esses psicotropicos esta sujeita a diversas barreiras como, baixa
adesdo por intolerancia, efeitos adversos, ou contraindicagdes ao uso (MOCHCOVITCH et al.,
2015). Nao obstante, na maioria das vezes ¢ necessario o uso prolongado desses medicamentos,
0 que pode acarretar efeitos profundos no corpo € no cérebro, contribuindo para posterior
dificuldade em remové-los, uma vez instalada a dependéncia fisica associada a adaptacgao
cerebral. (HOROWITZ et al., 2021).

Nos ultimos anos tem-se observado um grande avango no tratamento dos transtornos da
ansiedade. Os individuos tém buscado alternativas para lidar com esses sintomas, como
recursos para diminuir os efeitos da ansiedade no dia a dia, ¢ recomendado realizar atividade
fisica, fazer terapia, manter uma alimentagao saudavel, ouvir musica, praticar o voluntariado e
desenvolver inteligéncia emocional, essas praticas ajudam as pessoas a desfrutar de uma melhor
qualidade de vida, consequentemente auxilia no controle da ansiedade (HARAGUCHI et al.,
2020).

Por outro lado, h4d um gargalo relacionado ao tratamento dos Transtornos de Ansiedade,
no que diz respeito ao baixo acesso de comunidades mais carentes, aos servigos especializados
(com médicos psiquiatras, psicélogos e enfermeiras especialistas em satde mental), o que reduz
consideravelmente o tratamento adequado. Além disso, o custo elevado do tratamento, mesmo
num pais com sistema publico de satde universal, acaba deixando a populagdo acometida
desassistida, o que se evidencia no fato de que a estimativa média de falta de assiduidade no
trabalho por sintomas de ansiedade ¢ de 33,7 dias por ano no Brasil, um periodo que supera

outras doengas frequentes como a Diabetes e as dores cronicas (MANGOLINI et al., 2019).
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4 METODOLOGIA

4.1 Material vegetal e obtenc¢do dos extratos

As cascas da planta foram coletadas em agosto de 2021 na regido semiarida do Estado
da Paraiba, no municipio de Puxinand, em sitio particular com geolocalizagdo:
7°10°11.1136.2°°S — 35°58°53.6157.5”’W. A exsicata foi preparada e identificada no herbario
Professor Jayme Coelho de Morais (PRU) da Universidade Federal da Paraiba, sob o nimero
HACAM 3216.

As partes coletadas da planta foram individualmente secas em estufa de circulagdo
forgada de ar a 40 °C. Posteriormente, foram pulverizadas em moinho de facas com malha de
10 mesh. Os extratos hidroetandlicos foram obtidos por dois métodos extrativos (turbolise e
ultrassom), utilizando como solvente agua:etanol nas proporgdes 50:50 e 30:70 v/v. As
solugdes extrativas foram preparadas para atingir uma concentracao final de 20 % (p/v) de
material vegetal.

Na extracdo por ondas ultrassdnicas, submeteu-se as solugdes preparadas a aparelhagem
adequada (Lavadora ultrassénica — UNIQUE modelo Ultrasonic Cleaner), em banho-maria a
40 °C, por um periodo de 60 minutos. A extragdo por turbolise foi realizada em um aparelho
Ultra-turrax® com taxa de rotagdo de 6.000 rpm por 15 minutos, no qual a solug¢do extrativa
permaneceu em banho gelado para manutencao da temperatura.

Ao final do processo extrativo, os extratos liquidos foram filtrados e em seguida

concentrados por evaporagao a vacuo, para retirada do solvente, obtendo assim os IFAV.

4.2 Prospeccao fitoquimica

Foi realizado um estudo quantitativo dos principais metabdlitos secundarios (polifendis,
flavonoides e taninos) presentes nos extratos das cascas de E. velutina, por espectrofotometria
na regido do ultra-violeta visivel, utilizando o espectrofotdometro Uvmini-1240 Shimadzu. Essa
caracterizacgao teve por finalidade identificar os constituintes presentes em maior quantidade na
planta selecionada. Para isso foi construida uma curva de calibragdo, com solugdes obtidas com
os padrodes de referéncia utilizados na identificagdo dos metabolitos secundarios. O conteudo
total de cada constituinte identificado foi expresso em miligramas equivalentes ao padrao

utilizado (DJIOGUE et al., 2014).
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4.2.1 Determinacdo do teor de polifendis totais

A curva padrio foi construida utilizando-se concentracdes entre 3 e 40 ug mL™! de 4cido
galico, analisadas em aparelho anteriormente descrito, para a leitura da absorbancia em 757 nm.
As leituras foram realizadas com amostras das solu¢des do extrato vegetal na presenca do
reagente de Folin-Ciocalteau em meio alcalino relacionando os valores de absorbancia
encontrados, com a concentragdo de polifenois da solugdo, através de uma relagdo matematica
obtida pela curva de calibragao.

De acordo com a técnica, distribuiu-se em tubos de ensaio 0,5 mL da solu¢dao do
reagente de Folin-Ciocalteau 50% e posteriormente, 0,5 mL de solu¢do do extrato. Os tubos
ficaram em repouso por 2 minutos, a temperatura ambiente (25 °C). Em seguida, adicionou-se
1 mL de uma solugdo de Na;CO3 a 20% (m/v). Os tubos ficaram em repouso novamente por 10
minutos até a reacao colorimétrica ser completada. As medidas foram obtidas em triplicata, em
comprimento de onda ajustado para 757 nm. A concentracdo do extrato foi corrigida
experimentalmente para estar dentro da faixa linear de absorbancia espectral obtida através da
curva de calibracdo. O resultado da absorbancia foi corrigido através da leitura de uma
amostra contendo 0,5 mL da soluc¢do de extrato e 1,5 mL de agua deionizada, onde foi subtraido
os valores de absorbancia dos tubos sem reagentes dos tubos contendo reagentes. Os valores

resultantes foram maiores do que zero e estavam dentro dos limites de absorbancia de trabalho.

4.2.2 Determinacdo de flavondides totais

A curva padrio foi construida utilizando-se concentragdes entre 2 e 28 pg mL™!, de
quercetina, analisadas em aparelho anteriormente descrito, para a leitura da absorbancia em 415
nm. As leituras das amostras do extrato vegetal foram realizadas na presenca de solu¢des do
cloreto de aluminio relacionando os valores de absorbancia encontrados com a concentracao de
flavonoides da solucdo através de uma relagdo matematica obtida pela curva de calibragao.

Distribuiu-se em tubos de ensaio 1,5 mL de solu¢do metandlica de AIClz 2% (p/v) e
posteriormente 1,5 mL de solu¢do metanolica do extrato. Os tubos ficaram em repouso por 10
minutos, a temperatura ambiente (25 °C). As medidas foram obtidas em triplicata, em
comprimento de onda ajustado para 415 nm. A concentracdo do extrato foi corrigida
experimentalmente para estar dentro da faixa linear de absorbancia espectral, obtida através da
curva de calibragdo. O resultado da absorbancia foi corrigido através da leitura de uma

amostra contendo 1,5 mL da solugdo do extrato e 1,5 mL de metanol, subtraindo os valores de
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absorbancia dos tubos sem reagentes dos tubos contendo reagentes. Os valores resultantes

foram maiores que zero e estavam dentro dos limites de absorbancia de trabalho.

4.2.3 Determinacdo do teor de taninos condensados

A curva padrio foi construida utilizando-se concentracdes entre 10 e 100 pg mL™! de
catequina analisadas em aparelho anteriormente descrito, para a leitura da absorbancia em 500
nm. As leituras das amostras do extrato vegetal foram realizadas na presenca de uma solucao
de vanilina, em meio acido, relacionando os valores de absorbancia encontrados com a
concentragdo de taninos condensados da solucdo através de uma relagdo matematica obtida pela
curva de calibracao.

De acordo com o procedimento técnico, distribuiu-se em tubos de ensaio 1,5 mL de
solugdo metanolica de vanilina 4% (p/v) e posteriormente 0,25 mL de solugdo metandlica do
extrato ¢ 0,75 mL de HCI P.A. Os tubos permaneceram em repouso por 20 minutos, imersos
em agua a cerca de 22 °C. As medidas foram obtidas em triplicata, em comprimento de onda
ajustado para 500 nm. A concentragcdo do extrato foi corrigida experimentalmente para estar
dentro da faixa linear de absorbancia espectral, obtida através da curva de calibragdo. O
resultado da absorbancia foi corrigido através da leitura de uma amostra contendo 0,25 mL da
solucdo do extrato e 2,25 mL de metanol, subtraindo os valores de absorbancia dos tubos sem
reagentes dos tubos contendo reagentes. Os valores resultantes foram maiores que zero e

estavam dentro dos limites de absorbancia de trabalho.

4.3 Local de pesquisa

O projeto de pesquisa do presente estudo foi analisado e aprovado pela Comissdo de
Etica no Uso Animal (CEUA) da Universidade Estadual da Paraiba com o namero 024/2021,
cuja declaragdo encontra-se em anexo. Os ensaios foram desenvolvidos no Laboratorio de
Desenvolvimento e Ensaios de Medicamentos ¢ no Biotério Professor Eduardo Barbosa

Beserra, Campus I da Universidade Estadual da Paraiba.
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4.4 Animais e aspectos éticos

Foram utilizados camundongos albinos Swiss (Mus musculus) adultos, para avaliacao
farmacologica, pesando entre 25 e 35g, com idade entre 6 a 8 semanas, obtidos do Biotério da
Universidade Estadual da Paraiba. No centro de cria¢ao, os animais foram mantidos em gaiolas
plasticas, sob temperatura e umidade ambiente (23 £ 2 °C), respeitando-se o ciclo claro e escuro
de 12h, alimentando-se com racdo e agua ad libitum. Um nimero de 8 animais foi utilizado em
cada grupo experimental. Sendo o trabalho constituido por trés grupos experimentais e dois
grupos controle para cada teste, e que em dois testes foram utilizados os mesmos animais, fez-
se necessario uma amostra total de 40 animais.

No estudo de toxicidade aguda foram utilizados um total de 5 fémeas ¢ 5 machos de
acordo com o Guia n°® 22 de 17/06/2019 (Estudos nao clinicos necessarios ao desenvolvimento
de medicamentos fitoterapicos e produtos tradicionais fitoterapicos) pela Resolugao da
Diretoria Colegiada (RDC) n° 26 de 13/05/2014. Tratando-se de um grupo controle e um
experimental, fez-se necessario 10 machos e 10 fémeas.

Todos os animais foram eutanasiados com uma inje¢do de anestésicos, contendo uma
associacdo de ketamina 10% e xilazina 2% por via intraperitoneal, como recomendado nas
Diretrizes da Pratica de Eutanasia do CONCEA de 2018, referente a roedores e pequenos
mamiferos.

Apods serem eutanasiados os animais foram acondicionados em sacos plasticos sob
refrigeracdo a -20 °C. O recolhimento foi realizado por empresa especializada no descarte de

material biologico.

4.5 Toxicidade aguda oral

Para avaliacao da toxicidade aguda foi utilizada a metodologia encontrada no Guia n°
22 de 17/06/2019 (Estudos ndo clinicos necessarios ao desenvolvimento de medicamentos
fitoterapicos e produtos tradicionais fitoterdpicos) pela Resolucdo da Diretoria Colegiada
(RDC) n°® 26 de 13/05/2014. Conforme disposto no Guia Camundongos fémeas e machos,
foram aleatoriamente distribuidos em quatro grupos de 5 animais. Os animais do grupo controle
negativo foram tratados com solugo salina 0,9% (10 mL kg ') por meio de sonda intragastrica,
e os animais dos grupos teste com a dose de 2000 mg kg! do extrato. Foram realizadas
observagdes sistemadticas nos tempos de 30 min, 1h, 2h e 4h apds a administragdo e depois a

cada 24 horas diariamente durante 14 dias quanto a morte ou alteragdes comportamentais, além
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do consumo de agua e ragdo. Ao final, os animais foram pesados anestesiados e eutanasiados,

tendo os o6rgdos (pulmao, figado, rins, bago e coragdo) coletados para andlise macroscopica.

Grupo 1 (camundongos machos): solucdo salina;
Grupo 2 (camundongos fémeas): solugao salina;
Grupo 3 (camundongos machos): 2000 mg kg™! do extrato;

Grupo 4 (camundongos fémeas): 2000 mg kg! do extrato.

4.6 Atividade ansiolitica

Foi proposto um protocolo a fim de avaliar os efeitos comportamentais e ansioliticos da

administracdo do extrato seco das cascas de E. velutina. A triagem farmacologica foi realizada

por meio dos testes de labirinto em cruz elevado, teste de movimentacao espontanea e barra

giratoria (rota rod), ambos de forma aguda. Foram utilizados animais heterogénicos, de

linhagem Mus musculus — Swiss. Para cada ensaio foram selecionados 5 grupos com 8 animais

cada (RAUPP et al., 2008), que foram separados de acordo com a randomizagdo dos animais

pela idade para receber um dos tratamentos.

Os animais sem acesso a dgua e comida por 1 hora (RAUPP et al., 2008) receberam os

tratamentos conforme o grupo:

Grupo 1 (controle negativo): Solucao salina 0,9 %

Grupo 2 (controle positivo): Diazepam Img kg ™!

Grupo 3 (tratamento): Extrato de E. velutina 62,5 mg kg ™!
Grupo 4 (tratamento): Extrato de E. velutina 125 mg kg !

Grupo 5 (tratamento): Extrato de E. velutina 250 mg kg !

A administragdo dos tratamentos e da solugdo salina foi realizada por sonda intragéstrica

(gavagem). O Diazepam por sua vez, foi inoculado por via intramuscular (intraperitoneal).
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4.6.1 Teste de labirinto em cruz elevado (TLCE)

Apds uma hora desde a administragdo do tratamento, os animais foram submetidos ao
TLCE individualmente (Figura 2). O tempo de permanéncia de cada animal foi de 5 minutos,
de modo que foi avaliado a porcentagem de entradas e o tempo de permanéncia nos bragos
abertos, além de comportamentos como rearing (levantar), stretched attend postures
(espreitas), grooming (autolimpeza) e head dippings (mergulhos de cabec¢a) (PINHEIRO et al.,
2018). O grupo controle positivo foi avaliado apds trinta minutos da administra¢do da droga de

referéncia.

Figura 2 — Teste de labirinto em cruz elevado (TLCE)

Fonte: Elaborado pelo autor, 2022.

Foi considerada “entrada” em um dos bragos do labirinto quando as quatro patas do
animal atravessavam o limite do braco em questdo. A porcentagem de entradas e do tempo de

permanéncia nos bragos abertos no Labirinto foram calculados com as seguintes formulas:

Entradas nos bragos abertos
100

% Entradas = X
0 Entrada nos bracos abertos + Entradas nos bracos fechados

Tempo nos bracos abertos
x 100

0 T =
/o Tempo Tempo nos bragos abertos + Tempo nos bragos fechados

Foram realizadas as medidas etologicas selecionadas para a andlise deste estudo

(RODGERS et al., 1995):
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Figura 3 — Medidas etologicas: Rearing (levantarse)

Fonte: Elaborado pelo autor, 2022.

Figura 4 — Medidas etologicas: grooming (autolimpeza)

Fonte: Elaborado pelo autor, 2022.

Figura 5 — Medidas etologicas Head dippings (mergulhos de cabega)

—

Fonte: Elaborado pelo autor, 2022.
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4.6.2 Teste de movimentacdio espontinea (TME)

O teste de movimentacdo espontinea, fornece medidas simultineas de locomogao,
exploragdo e ansiedade. O campo aberto constitui uma arena medindo 30 cm de altura x 30 cm
de didmetro. Apos passarem pelo TLCE, os camundongos foram colocados no centro da arena
durante 5 minutos enquanto foram registrados os seguintes pardmetros: numero de cruzamentos
nos quadrantes, nimero de rearing (levantar), e nimero de grooming (autolimpeza) (PRUT;

BELZUNG, 2003; RIOS et al., 2020).

Figura 6 — Teste de movimentacao espontanea (TME)

Fonte: Elaborado pelo autor, 2022.

4.6.3 Teste da barra giratoria (rota rod)

Para avaliar os possiveis efeitos ndo especificos de relaxamento muscular do extrato,
os animais foram submetidos ao teste de rota rod. O aparelho (Insight, Ribeirdo Preto, Brasil)
mostrado na figura 7 consiste em uma barra giratéria com didmetro de trés cm. Uma hora apos
a administracdo dos tratamentos citados nos testes anteriores, cada animal foi colocado
individualmente sobre a barra giratdria a uma velocidade de 12 rpm e foram monitorados em
relagdo a capacidade de manter-se em equilibrio sobre a barra. O grupo controle positivo foi

avaliado apos trinta minutos da administracdo da droga de referéncia.
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Figura 7 — Barra giratoria (rota rod)

Fonte: Elaborado pelo autor, 2022.

4.7 Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo da média (D.P.M) e os
grupos experimentais foram comparados aos seus respectivos controles. Para comparagdo de
médias entre os grupos foi usado o teste “t” de Student e para comparagdo multipla dos
parametros foi utilizado a Andlise de Variancia (ANOVA) seguido do teste de Tukey. Em todas

as analises foram considerados estatisticamente significantes valores de p < 0,05
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Droga vegetal

Apobs a secagem e moagem das cascas obteve-se um po de cor castanho-claro (Figura
8), com tamanhos e formatos de particulas variados, sabor amargo e odor préprio. O rendimento

total apos moagem foi de 758 g de droga vegetal.

Figura 8 — Droga vegetal da casca de Erytrhina velutina Willd

Fonte: Elaborado pelo autor, 2022.

5.2 Prospeccao fitoquimica

As plantas produzem diversos metabolitos, os metabolitos primarios possuem funcdo
estrutural e de armazenamento de energia, por conseguinte os secundarios sao conhecidos por
promover muitos efeitos biologicas quando expostos a um organismo. Triagens fitoquimicas
realizadas em extratos de diversas espécies demonstram a presenca de diversos compostos
fitoquimicos, dentre eles destacam-se: taninos, esterois, terpenos, flavonoides, alcaloides,
saponinas ¢ quinonas (ELNIMA, OMER, 2003; GEYID et al., 2005; MAIKALI et al., 2010;
KABERA et al., 2014).

Os dados relativos as curvas analiticas obtidas com acido gélico, quercetina e catequina

estdo dispostos a seguir na Tabela 1.
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Tabela 1 — Dados obtidos com as curvas de calibragdo na prospeccao fitoquimica.

Padrao Equacao Coeficiente de correlacio linear (R?)
Acido galico y=0,0655x-0,0844 0,9933
Quercetina y=0,0795x-0,0713 0,9972
Catequina y=0,0034x+0,0003 0,9909

Fonte: Elaborado pelo autor, 2022.

Os dados foram submetidos a analise de variancia (falta de ajuste e significancia da
regressao) utilizando o teste F de Snedecor para avaliagdo do ajuste do modelo. Os resultados
revelaram que neste modelo ndo houve falta de ajuste e apresentou significancia da regressao,
validando o modelo dado pela equacao da reta.

Assim como descrito na tabela 2, o estudo revelou que o método extrativo mais eficiente
para obtencao de maiores concentragdes dos metabolitos secundarios nas cascas de E. velutina
foi a turbdlise, utilizando o solvente 4gua:etanol na propor¢ao 30:70 v/v.

Com a turbdlise a 70% constatou-se que a cada 100 gramas de extrato foi obtido 792,31
mg de equivalentes de acido galico (polifendis totais), os flavonoides tiveram uma concentragao
de 212,15 mg de equivalente de quercetina e os taninos apresentaram 648,03 mg de equivalentes

de catequina.

Tabela 2 — Quantificacdo de polifendis totais, flavonoides totais e taninos condensados

determinados no extrato hidroalcéolico de E. velutina.

Método Etanol Polifenois totais Flavonoides totais Taninos condensados
(%) (mgEAG 100g-") (mgEQ 100g-") (mgEC 100g-")
50 643,56 +£2,16 181,50 +£ 0,89 590,20 +£ 1,22
Ultrassom
70 696,39 + 1,94 192,50 + 0,80 701,47 £ 1,53
50 364,63+ 2,10 124,00 + 0,87 660,78 + 1,76
Turbolise
70 792,31 £ 1,05 212,15 +0,43 648,03 +3,74

Legenda: EAG - equivalentes de 4cido gélico; EQ - equivalentes de quercetina; EC equivalentes de catequina.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2022.
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Carvalho e colaboradores, detectaram de forma qualitativa a presenca de constituintes
fitoquimicos no extrato aquoso das folhas de E. velutina, como alcaloides, catequinas,
esteroides, flavonois, flavonodides, fendis, saponinas, taninos, triterpendides e xantonas.
(CARVALHO et al, 2009)

Compostos fendlicos como os flavonoides e acidos fenolicos, destacam-se no meio
cientifico das plantas medicinais, devido a sua ampla gama de efeitos farmacolédgicos, agindo
principalmente como antioxidantes e anti-inflamatérios (LEAL et al. 2005). Os polifen6is sao
altamente difundidos como compostos dietéticos derivados de plantas extremamente
importantes, devido a producao de diversos efeitos considerados benéficos para os humanos,
bem como, antimicrobiano, antiviral, antialérgico, anti-inflamatério e antioxidante.
(SODAGARI et al, 2016)

Dessa forma, apds eleger o método extrativo que rendeu maior quantidade de

constituintes fitoquimicos, foi dada continuidade a triagem farmacologica.

5.3 Prospeccio da atividade biologica do extrato seco de E. velutina

5.3.1 Toxicidade aguda

A avaliacdo de toxicidade aguda ¢ uma metodologia amplamente empregada para
verificar e classificar substancias quanto a sua capacidade de provocar danos agudos aos
organismos vivos, em altas doses, especialmente injlrias anatomopatoldgicas e letalidade, além
disso podem contribuir estabelecendo parametros para a satide humana (VALADARES, 2006).

Por meio do teste de toxicidade agua, ¢ possivel verificar alteracdes de natureza
macroscopicas nos 6rgaos dos animais eutanasiados, tais como mudangas morfoldgicas e de
coloracdo. Sendo assim, € possivel coletar dados iniciais acerca do modo de acdo toxica e
possiveis alvos da substancia teste. Nesse ensaio os 6rgaos avaliados foram o coracao, figado,
rins, baco e pulmdes. Nenhum deles apresentou alteragcdes macroscopicas morfoldgicas ou de
coloragao (Tabela 3).

Apo6s avaliar o consumo de ragdo e a ingesta de agua, foi observado que o extrato
promoveu uma pequena diminui¢do nesses dois parametros, em comparagao ao grupo controle,
no entanto, esses dados por si s6 nao indicam toxicidade. Na avaliacdo ponderal nao foi
observado aumento no peso dos animais ao término do ensaio agudo, o que corrobora para uma

baixa toxicidade. Nenhum animal veio a 6bito e nenhum sinal de toxicidade foi detectado nas
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observagdes comportamentais ou nas necropsias, estes resultados sdo indicio da baixa
toxicidade do extrato de E. velutina nas condigoes testadas.

O valor da dose letal média ¢ estabelecido com a finalidade de evitar o uso inadequado
de superdoses que possam levar a morte ou debilidade ao animal. Determinou-se que na
concentragdo testada (2000 mg Kg-'), o extrato ndo foi capaz de provocar mortalidade nos
animais, sendo a dose letal média maior que 2000 mg Kg-!, podendo ser enquadrada na Classe
5 de toxicidade, segundo a GHS (Globally Harmonised System), sendo considerada de baixa
toxicidade. (CUNHA et al., 2013). Estes dados colaboraram para estabelecer doses para ensaios

in vivo.

Tabela 3 — Resultados de toxicidade da E. velutina

FEMEAS MACHOS

Controle Tratamento Controle Tratamento

Coracgao (g) 0,16 £0,01 0,14 £0,01™ 0,18 +0,01 0,18 £0,01"
Figado (g) 2,46 +£0,18 1,85+0,1* 2,81+£0,35 2,71+0,21™

Rins (g) 0,68 +£0,03 0,59 £ 0,06™ 0,86 +0,09 0,88 +0,09™

Baco (g) 0,18 £0,05 0,13 +£0,03™ 0,15+0,09 0,15+0,02™
Pulmaes (g) 0,24 + 0,02 0,22 + 0,05" 0,25+0,04 0,25+ 0,04™
Consumo de agua (mL) 26,07 £4,80 22,96+ 6,45%** 2254+343 2221 +4,67™

Consumo de racao(g) 17,43+1,65 13,04+ 1,72*%** 14,61+1,71 15,29+ 1,38"

Ganho de peso (g) 0,80+ 0,8 0,60 +1,14™ 340+0,89  3,20+0,45™

Fonte: Elaborado pelo autor, 2022.

Um estudo de toxicidade realizado com o extrato aquoso das folhas de E. velutina indica
que, quando administrado agudamente, ¢ atoxico por via oral em ratos. (CRAVEIRO et al,
2008). Além disso estudos de toxicidade da E. velutina em eritrocitos, demonstraram nao haver
efeitos hemoliticos nem toxicos nas populagdes de células sanguineas, mesmo em altas doses
(MACHADO et al., 2013; LIMA et al 2017). Esses trabalhos corroboram com os resultados

apresentados do ensaio de toxicidade aguda.
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5.3.2 Atividade ansiolitica

5.3.2.1 Teste de labirinto em cruz elevada

Ha anos o labirinto em cruz elevado ¢ um dos modelos animais de ansiedade mais
empregado. O comportamento demonstrado pelo animal (ratos ou camundongos) durante o
experimento ¢ atribuido a sua aversao natural a espagos abertos, representada pela esquiva dos
bracos abertos. Substancias ansioliticas aumentam a exploragdo dessas areas sem alterar a
atividade motora do animal. (LISTER, 1987; CAROBREZ ¢ BERTOGLIO, 2005).

Portando, é possivel observar que no TLCE, a administra¢do do £V} nas concentragdes
de 62,5 e 125 mg.kg! (figura 9) ndo apresentaram aumento significativo na porcentagem de
entradas dos animais nos bragos abertos do labirinto. Ja a administracdo do extrato na dose de
250 mg.kg™! mostrou um aumento de pouco mais de 8% na porcentagem de entradas nos bragos
abertos. Um estudo realizado por Lollato e colaboradores também nao evidenciou diferenca na
porcentagem de entradas nos bragos abertos pela administragao oral do extrato hidroalcoolico
de E. velutina na concentracio de 200 mg kg "' quando comparado ao grupo controle negativo
(LOLLATO et. al, 2010)

Em contrapartida, ao analisar os animais que receberam o extrato nas doses de 62,5 e
250 mg kg! é possivel visualizar um aumento notavel na porcentagem do tempo de

permanéncia dos animais nos bracos abertos do labirinto (figura 10).

Figura 9 - Efeito da administracdo oral do EEV em camundongos Swiss na porcentagem do

numero de entradas nos bragos abertos.
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Os resultados estdo expressos como média =+ d.p. Analise de variancia de uma via (ANOVA) seguido do pos teste de Tukey

comparado ao controle negativo (solugdo salina 0,9 %), *p<0,05, ***p<0,001.
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Vasconcelos et al., (2004) avaliaram os efeitos comportamentais centrais dos extratos
hidroalcéolicos da casca do caule de Erythrina velutina e Erythrina mulungu no teste do
labirinto em cruz elevado, de modo que foram administradas doses Uinicas por via oral (200,
400 e 800 mg kg em camundongos fémeas. O grupo observou diminui¢io no niimero de
entradas dos camundongos tanto nos bragos abertos quanto nos bragos fechados, apds a
administragdo da maior dose (800 mg kg!) de ambos os extratos avaliados. Este efeito pode

estar relacionado a diminuigao da atividade locomotora promovida por ambos os extratos.

Figura 10 - Efeito da administragdo oral do EEV em camundongos Swiss na porcentagem do
tempo de permanéncia nos bragos abertos.
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Os resultados estdo expressos como média + d.p. Andlise de variancia de uma via (ANOVA) seguido do pos teste de Tukey

comparado ao controle negativo (solugdo salina 0,9 %), *p<0,05, ***p<0,001.

Um estudo anterior de Raupp et al. (2008) ndo demonstrou efeito ansiolitico apds
administracdo aguda do extrato hidroalcéolico da casca de E. velutina, toda via, o grupo
detectou efeito ansiolitico entre o 23° e 26° dias de administra¢ao cronica na dose de 100 mg
kg,

Usando o modelo TLCE neste trabalho, demonstramos um possivel efeito ansiolitico
agudo do extrato das cascas de E. velutina na dose de 250 mg kg™!, atestado pelo aumento
significativo na porcentagem de entradas dos animais nos bracos abertos do labirinto, assim
como o aumento acentuado da porcentagem de tempo de permanéncia nos bragos abertos.
Juntos, esses achados estdo de acordo com o efeito tranquilizante conhecido na fitoterapia
tradicional brasileira para a espécie E. velutina (RABELO et al., 2001; MACHIORO et al.
2005).

No teste de labirinto em cruz elevado para camundongos, o numero de mergulhos de

cabeca e espreitas parecem preencher os requisitos de uma avaliagdo de risco (risk assessment),
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um comportamento que pode ser relacionado a hipervigilancia, caracteristico de individuos
ansiosos (BLANCHARD et al., 2001). A avaliag@o de risco representa uma antecipagdo de um
perigo potencial, sendo um comportamento defensivo de grande valor adaptativo. Ainda assim,
individuos ansiosos parecem mais frequentemente tentar antecipar tal ameaca no intuito de lidar
melhor com isto, o que acaba por trazer prejuizos para os mesmos. Desta forma, os animais
mais ansiosos se aproximardo vagarosamente da saida da plataforma central, exibindo alta
frequéncia de espreitas e de mergulho de cabega (RODGERS, 1992).

Além disso, foram analisados alguns fatores etoldgicos, que sdo comportamentos que
representam a avaliacdo de risco em que o camundongo antecipa um perigo potencial. Sdo eles:

o Stretched attend postures (espreitas) - postura em que o animal se estende
cautelosamente adiante, sem, no entanto, retirar do lugar suas patas traseiras, voltando
em seguida, a mesma posi¢ao;

e Head dippings (mergulhos de cabeca) - comportamento exploratdrio, no qual o animal
examina a lateral do labirinto (brago aberto) em dire¢ao ao chao, sugerindo movimento
vertical (SETEM, 1999).

e Grooming (autolimpeza) - limpeza de qualquer parte da superficie do corpo com a
lingua, dentes e / ou patas dianteiras.

e Rearing (levantar) - comportamento exploratorio no qual os animais apoiam-se nos
membros posteriores, com o tronco perpendicular ao piso, adquirindo posi¢ao vertical,
mantendo as patas anteriores movimentando-se no ar ou encostadas contra a parede do

braco (ESPEJO, 1997);
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Figura 11 - Efeito da administracdo oral do EEV em camundongos Swiss no numero de

espreitas.
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Os resultados estio expressos como média + d.p. Analise de variancia de uma via (ANOVA), seguido do pos teste de Tukey

comparado ao controle negativo (solugdo salina 0,9 %), ***p<0,001.

Na figura 11 ¢ possivel evidenciar que os nimeros de espreitas foram realizados com
maior frequéncia no controle negativo (auséncia de tratamento), ressaltando a hiper vigilancia
apresentada por individuos ansiosos. O grupo tratado com Diazepam obteve significativa
reducdo deste comportamento, sendo um resultado esperado e promovido por sua acao
ansiolitica. O mergulho de cabeca (figura 12) foi executado com maior regularidade pelo
controle negativo, tendo os outros grupos, inclusive os tratados com EEV e a droga padrio,

realizado esse comportamento com menor frequéncia

Figura 12 - Efeito da administracdo oral do EEV em camundongos Swiss no numero de

mergulhos de cabega.
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Os resultados estdo expressos como média + d.p. Analise de variancia de uma via (ANOVA), seguido do pos teste de Tukey

comparado ao controle negativo (solugdo salina 0,9 %), ***p<0,001.
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5.3.2.2 Teste de movimentagdo espontinea

Nesse parametro, a administragdo do extrato das cascas de E. velutina na dose de 62,5
mg kg! ndo demonstrou atividade ansiolitica, uma vez que foi observado um aumento na
ambulagdo deste grupo, assim como do grupo tratado com solugdo salina (Figura 13). No
entanto, houve diminuicdo na atividade de locomog¢ao nos grupos tratados com o EEV nas
concentragdes de 125 e 250 mg kg, pois o niimero de quadrados cruzados no perimetro
diminuiu entre estes dois grupos tratados, de forma semelhante ao controle positivo. A
frequéncia de rearing também aumentou significativamente apos a administragdo do extrato de
E. velutina em comparagdo com o grupo tratado com o Diazepam, entretanto, ainda & possivel
observar diminui¢do significante desse parametro quando comparado ao controle negativo
(Figura 14).

Foi possivel observar um numero grooming semelhante entre os grupos tratados e o
controle positivo, tendo o controle negativo apresentado um comportamento de autolimpeza

superior a todos os outros grupos (Figura 15).

Figura 13 — Efeito da administragdo oral do EEV em camundongos Swiss no nimero de

quadrados percorridos
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Os resultados estdo expressos como média + d.p. Analise de variancia de uma via (ANOVA), seguido do pos teste de Tukey

comparado ao controle negativo (solugdo salina 0,9 %), **P<0,01, ***p<0,001.
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Figura 14 — Efeito da administragdo oral do EEV em camundongos Swiss no niumero de

rearings no TME
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Os resultados estdo expressos como média + d.p. Analise de varidncia de uma via (ANOVA), seguido do pos teste de Tukey

comparado ao controle negativo (solugdo salina 0,9 %), **P<0,01, ***p<0,001.

No teste de movimentagdo espontanea também ¢ possivel avaliar a agao excitatdria ou
depressora de uma droga sobre o sistema nervoso central, tendo em vista que substancias
excitatorias aumentam a ambulacao do animal durante o teste enquanto que as depressoras

diminuem (PIMENTA, 2014).

Figura 15 — Efeito da administragdo oral do EEV em camundongos Swiss no nimero de

groomings no TME
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Os resultados estdo expressos como média + d.p. Analise de variancia de uma via (ANOVA), seguido do pos teste de Tukey

comparado ao controle negativo (solugdo salina 0,9 %), **P<0,01, ***p<0,001.

Em outro estudo, Dantas et., al (2004) demonstrou que o extrato hidroalcéolico das

folhas de E. velutina ndo alterou o numero de cruzamentos, levantamento e autolimpeza no
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campo aberto nas doses de 10 e 50 mg kg™!. No entanto, na dose de 200 mg kg™' o mesmo

proporcionou uma redu¢do consideravel no numero de cruzamentos e de autolimpeza.

5.3.2.3 Teste de rota rod

Tendo como objetivo a exclusdo da possibilidade de que um eventual efeito nos modelos
descritos anteriormente seja devido a alteracao na atividade locomotora dos camundongos, os
animais foram submetidos a outro ensaio, denominado Rota rod. Foi possivel verificar que nao
houveram altera¢des motoras e/ou sedativas avaliadas no teste rota rod (Figural 6), uma vez que
tanto o grupo tratado com Diazepam como os grupos tratados com o extrato de E. velutina
apresentaram diminui¢do no numeros de quedas. Tendo em vista esses resultados, pode-se
afirmar que em todas as concentragdoes testadas do extrato, nao houveram atividades

depressoras no sistema nervoso central.

Figura 16 — Efeito da administrag¢do oral do EEV em camundongos Swiss no teste de rota rod
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Os resultados estdo expressos como média + d.p. Analise de variancia de uma via (ANOVA) seguido do pos teste de Tukey

comparado ao controle negativo (solugio salina 0,9 %), *p<0,05, ***p<0,001.

Vasconcelos et al., (2004) verificaram os efeitos comportamentais dos extratos
hidroalcéolicos da casca do caule de Erythrina velutina e Erythrina mulungu sobre o sistema
nervoso central, no teste de rota rod. O estudo ndo evidenciou alteragdo nesse experimento,
ap6s administragio oral e intraperitoneal nas doses de 200, 400 e 800 mg kg ! tanto para o
extrato de E. velutina quanto para o extrato de E. mulungu, demonstrando que os tratamentos
ndo afetaram a coordenagdo motora dos animais na barra giratéria. Esse trabalho corrobora com

o resultado apresentado no presente estudo.
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6 CONCLUSAO

O estudou demonstrou que o extrato de E. velutina apresentou quantidade significativa
de metabdlitos secundarios, principalmente de polifenois totais. Com a extracao por turbolise
utilizando agua:etanol na proporcao 30/70 v/v, constatou-se que a cada 100 gramas de extrato
foi obteve-se 792,31 mg de equivalentes de acido gélico (polifendis totais), os flavonoides
tiveram uma concentracao de 212,15 mg de equivalente de quercetina e os taninos apresentaram
648,03 mg de equivalentes de catequina.

Os dados obtidos no ensaio de toxicidade aguda mostraram que o extrato nao foi capaz
de provocar mortalidade nos animais, sendo a dose letal média maior que 2000 mg kg-!, o que
enquadra a substancia na Classe 5 de toxicidade, segundo a GHS (Globally Harmonised
System), o que a classifica como substancia de baixa toxicidade. O tratamento com o extrato de
E. velutina mostrou ainda potencial efeito ansiolitico, especialmente quando administrado na
dose de 250 mg kg

Além disso no teste de rota rod nao foram observados efeitos miorrelaxantes pela
administracao do extrato, fato bastante importante, uma vez que esse ¢ um dos principais efeitos
adversos proporcionado pelos benzodiazepinicos.

Sabendo que a terapia atual com ansioliticos apresenta muitos problemas, tais como
risco de dependéncia, sindromes de abstinéncia ou retardo para inicio do efeito, os resultados
obtidos no presente trabalho fornecem importantes informagdes para futuros estudos clinicos
voltados a avaliar o potencial efeito ansiolitico de preparacdes fitoterapicas de Erythrina

velutina sobre o disturbio de ansiedade.
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GEUA

COMISSAD DE ETICA NO USO DE AMNIMAIS

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada “DESENVOLVIMENTO DE UM MEDICAMENTO
FITOTERAPICO DE LIBERAGAO PROLONGADA UTILIZANDO EXTRATO DE
Erytrina velutina Willd. PARA O TRATAMENTO DE ANSIEDADE” registrada com o n°
024/2021, sob a responsabilidade da Profa. Dra. Ana Claudia Dantas de Medeiros, que
envolve o uso de camundongos Mus muscullus swiss, para fins de pesquisa cientifica,
encontra- se de acordo com os preceitos da Lei 11.794, de 08 de outubro de 2008, com
o decreto 6.899 de 05 de julho de 2009, com as normas editadas pelo Conselho
Nacional de Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi APROVADA pela
Comissao de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual da Paraiba.

Finalidade () Ensino ( X ) Pesquisa Cientifica
Vigéncia da autorizacao 03/2022 a 09/2022
Espécie/linhagem/raca Camundongos Mus muscullus/ swiss
N° de animais 68 (sessenta e oito)

Idade/peso 06 a 08 semanas/ 25 a 35¢g

Sexo fémeas (10) e machos (58)

Origem Centro de Bioterismo da UEPB

Informagao ao pesquisador:

Lembramos que a pesquisadora responsavel devera encaminhar a CEUA-UEPB o
Relatério Final baseado na conclusdo do estudo e na incidéncia de publicacbes
decorrentes deste, de acordo com o disposto na Lei n° 11.794 de 08/10/2008, e
Resolugdo Normativa n°. 01, de 09/07/2010 do Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal-CONCEA. O prazo para entrega do relatério é de até 30 dias
apos o encerramento da pesquisa, previsto para conclusao em 09/2022.

Campina Grande, 16 de marco de 2022.
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Coordenadora da CEUA/UEPB

Comissao de Etica no Uso de Animais — ceuauepb@gmail.com
Universidade Estadual da Paraiba — Rua Baratinas, 351

Bairro Universitario — Campina Grande (PB)
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