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RESUMO

A ansiedade patoldgica € uma desordem psiquica que, atualmente, é a causa mais comum de
incapacidade em todo o0 mundo, fato que intensificou a busca por novos tratamentos com menos
efeitos adversos e melhor eficacia terapéutica. Erithryna. velutina é uma espécie nativa da
Caatinga, bioma brasileiro Unico e com caracteristicas semiaridas. A espécie apresenta
atividades sedativas, anticonvulsivantes, neuroprotetoras e ansioliticas, atuando principalmente
em alvos do sistema nervoso central. Dessa forma, a presente dissertacdo teve como objetivo
caracterizar a droga vegetal obtida através das cascas de E. velutina (DVEvV), avaliar o efeito
toxicologico ndo clinico agudo do chd da DVEV e investigar seu possivel efeito ansiolitico in
vivo. Para a caracterizacdo foram realizadas a densidade aparente, determinacdo do pH,
determinacdo do indice de Espuma (IE), determinacdo do Indice de Intumescéncia, técnicas
térmicas Termogravimetria (TG) e analise térmica diferencial (DTA) e a analise fitoquimica da
DVEv. Para a avaliacéo do efeito toxicoldgico foi avaliado a citotoxicidade em eritrdcitos e a
toxicidade aguda oral em camundongos. A prospeccdo da atividade ansiolitica do cha da DVEv
foi realizada através de testes comportamentais, como Teste em Labirinto cruz elevada (TLCE)
e medidas etoldgicas (espreitas, levantar, autolimpeza e mergulho de cabeca), Teste da
Movimentacdo Espontanea (TME) e teste de barra giratoria (rota rod). A DVEVv foi classificada
como po grosso, a densidade aparente variou de acordo com o tamanho de particula, sendo o
de maior densidade a EV05 (0,47 g/mL) e o de menor densidade o EVO01 (0,22 g/mL), todas
particulas demonstraram pH em torno de 6,00, com IE de 1,1 + 0,61 para a EV03, com Il de
4,3+0,57mL e 1,3+0,57mL, indicando pouca presenca de mucilagens. Da menor particula
(EV06) foi extraido 1,24% de polifendis, 0,88% de flavonoides e 0,51% de taninos. A
Citotoxicidade em eritrocitos apresentou atividade hemolisante baixa e moderada; A toxicidade
aguda em camundongos demostrou que o cha é atoxico. Na TG foi observou-se diferentes
parametros cinéticos de degradacéo, sugestivos para perda de agua. Na DTA, foi evidenciado
as transicOes de fases em funcdo da temperatura, caracteristicos da decomposicdo da droga
vegetal. Dessa forma, foi possivel realizar a caracterizacdo da DVEv e comprovar gue o cha das
cascas de E. velutina apresenta promissora atividade ansiolitica, corroborando com seu uso

popular.

Palavras-chave: Erythrina velutina. Atividade ansiolitica. Fitoterapia. Cha.



ABSTRACT

Pathological anxiety is a psychic disorder that is currently the most common cause of disability
worldwide, a fact that has intensified the search for new treatments with fewer adverse effects
and better therapeutic efficacy. Erythryna velutina is a native species of the Caatinga, a unique
Brazilian biome with semiarid characteristics. The species has sedative, anticonvulsant,
neuroprotective and anxiolytic activities, acting mainly on central nervous system targets. Thus,
the present dissertation aimed to characterize the plant drug obtained from E. velutina peels
(VEVD), to evaluate the non-clinical acute toxicological effect of EVDv tea and to investigate
its possible anxiolytic effect in vivo. For the characterization, apparent density, pH
determination, Foam Index (IE), Swelling Index, thermal techniques Thermogravimetry (TG)
and Differential Thermal Analysis (DTA) and phytochemical analysis of EVD were performed.
To evaluate the toxicological effect, cytotoxicity in erythrocytes and acute oral toxicity in mice
were evaluated. The prospection of the anxiolytic activity of VEVD tea was carried out through
behavioral tests, such as the Elevated Cross Maze Test (ELFT) and ethological measures
(peeking, lifting, self-cleaning and head diving), Spontaneous Movement Test (STM) and
rotating bar (rota rod). DVEv was classified as coarse powder, the apparent density varied
according to the particle size, with the highest density being EV05 (0.47 g/mL) and the lowest
density being EVO01 (0.22 g/mL). , all particles showed pH around 6.00, with IE of 1.1 £ 0.61
for EVO03, with Il of 4.3 £ 0.57mL and 1.3 + 0.57mL, indicating little presence of mucilages.
From the smallest particle (EV06) was extracted 1.24% of polyphenols, 0.88% of flavonoids
and 0.51% of tannins. Cytotoxicity in erythrocytes showed low and moderate hemolysing
activity; Acute toxicity in mice showed that tea is non-toxic. In TG, different kinetic parameters
of degradation were observed, suggestive of water loss. In the DTA, the phase transitions as a
function of temperature, characteristic of the decomposition of the plant drug, were evidenced.
In this way, it was possible to carry out the characterization of vEVD and prove that tea made

from E. velutina bark has promising anxiolytic activity, corroborating its popular use.

Keywords: Erythrina velutina. Anxiolytic activity. Phytotherapy. Tea.
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1 INTRODUCAO

As plantas medicinais exercem um papel fundamental na prevencéo e tratamento de
doencas, além de servirem como alimento, serem utilizadas em festejos e em atos religiosos,
sendo por isso considerados sagrados em muitas culturas. Dessa forma quer sejam inteiras ou
partes especificas delas podem ser usadas para fins medicinais e ser usadas como matérias-
primas na industria farmacéutica e alimenticia (CORREA; ALVES; ROCHA, 2021).

O Brasil é um pais que possui um imenso potencial para o desenvolvimento da
terapéutica com plantas medicinais e fitoterapicos, visto que é a maior diversidade vegetal do
mundo, aproximadamente 10% da flora mundial. Essa diversidade biologica é muito expressiva
tanto em relacdo as potencialidades genéticas, como em relagdo ao numero de espécies e de
ecossistemas (ALVES et al., 2018). A Caatinga € um bioma brasileiro Gnico e pouco estudado
com caracteristicas edafocliméticas semiéridas (CHACON et al., 2021).

A diversidade quimica decorrente do metabolismo especializado é uma das principais
fontes de moléculas bioativas de plantas e tém sido usadas na medicina popular desde a
antiguidade, repercutindo como moléculas alvo de interesse biotecnoldgico. Acredita-se que as
caracteristicas edafoclimaticas no bioma Caatinga poderiam selecionar e induzir a biossintese
de novos e diversos metabolitos em espécies locais. Além disso, as espécies nativas da Caatinga
apresentam escasso conhecimento até o momento em nivel de metabolitos (CHACON et al.,
2021).

Desse modo, na rica diversidade vegetal brasileira, encontram-se as plantas do género
Erythrina, que sdo empregadas essencialmente como depressores do sistema nervoso central na
medicina popular e sdo importantes fontes de alcaldides tetraciclicos benzilisoquinolinicos
bioativos, que podem apresentar efeitos em diversos alvos bioldgicos relacionados a patologia
(FAHMY et al., 2019; RAMBO et al., 2020).

E. velutina é uma espécie nativa da Caatinga (BESSA et al., 2017), que possui atividades
sedativas, anticonvulsivantes, neuroprotetoras e ansioliticas, atuando principalmente em alvos
do sistema nervoso central (SNC) (FAHMY et al., 2019; RAMBO et al., 2020).

No que se refere ao mercado nacional de medicamentos fitoterapicos, observou-se que
quase todos os derivados de Erythrina (espécies cultivadas) sdo comercializados com 0 nome
tradicional de “mulungu”, podendo exprimir um risco a saude publica ( FEITOSA et al.,
2012 ; RAMBO et al., 2013). Com isso, 0 estabelecimento de critérios de controle de qualidade
e padronizacédo dos produtos fitoterapicos comercializados € de suma importancia (RAMBO et
al., 2019).


https://www-sciencedirect.ez121.periodicos.capes.gov.br/topics/agricultural-and-biological-sciences/herbal-medicines
https://www-sciencedirect.ez121.periodicos.capes.gov.br/topics/food-science/public-health-hazards
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Dessa forma, 0 presente estudo objetivou caracterizar a droga vegetal e realizar a
prospeccao da atividade ansiolitica do cha obtida a partir das cascas de E. velutina, comumente
utilizada na medicina popular. Além disso, fornece informacgGes, agregacdo de valor e
aprimoramento da comercializagdo sustentvel de E. velutina na forma de chas, levando a

validacdo de alegacGes etnobotanicas ndo confirmadas.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Realizar a caracterizagdo da droga vegetal da casca de Erythrina velutina Willd e avaliar

a atividade ansiolitica e toxicidade aguda do cha da casca.

2.2 Objetivos especificos

a) obter a droga vegetal de Erythrina velutina (DVEv) em diferentes tamanhos de
particulas, através de suas cascas;

b) caracterizar a DVEVv utilizando técnicas analiticas e ensaios farmacopeicos;

c) analisar os aspectos fitoquimicos, obtendo uma impresséo digital (fingerprint)
da DVEyv;

d) realizar o ensaio de citotoxicidade em eritrocitos do cha da DVEy;

e) avaliar o efeito toxicolégico ndo clinico agudo do cha da DVEv;

f) investigar o possivel efeito ansiolitico do cha da DVEv in vivo.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Plantas Medicinais

A utilizacdo de plantas medicinais é feita desde os tempos antigos e pode até ser
considerado a origem da medicina moderna. Os compostos de origem vegetal tém sido e ainda
sd0 uma importante fonte de compostos para medicamentos (SALMERON-MANZANO et.,
2020). Nos primordios, para tratar doengas ou simplesmente para se sentir melhor, 0 método
utilizado para diferenciar plantas Uteis com efeitos benéficos era 0 método de tentativa e erro
(KUNLE et al., 2012).

O uso dessas plantas foi aprimorado no decorrer das geracdes, tornando-se conhecida,
em muitos contextos, como na pratica da medicina tradicional, que é definida oficialmente
como "a soma total de conhecimentos, habilidades e préaticas baseadas em teorias, crencas e
experiéncias indigenas de diferentes culturas, explicaveis ou ndo, utilizadas na manutengéo da
salde, bem como em a prevencdo, diagnostico, melhora ou tratamento de doencas fisicas e
mentais " (WHO, 2000).

E veridico que todas as civilizagdes desenvolveram essa forma de medicamento com
fundamento nas plantas em seu proprio habitat (HOUGHTON, 1995; GURIB-FAKIM, 2006).
Alguns autores acreditam que esse conhecimento propagado € a origem do medicamento e da
farmacia. Centenas de plantas superiores sdo cultivadas em todo 0 mundo para obter compostos
Gteis na medicina e na farméacia (KELBER; RUDOLF; WOLFGANG, 2018).

A origem da ciéncia moderna, especialmente no Renascimento, em particular a analise
quimica, e a instrumentacéo associada, como 0 microscopio, foi o que tornou possivel isolar os
principios ativos das plantas medicinais. Desde entdo, esses principios ativos foram obtidos
sinteticamente em laboratdrio para produzir os medicamentos posteriormente (ATANASOV et
al., 2015). A Revolucdo Industrial e o desenvolvimento da quimica organica resultaram na
preferéncia por produtos sintéticos para tratamento farmacoldgico. As razdes para isso eram
que compostos puros eram facilmente obtidos, modificagdes estruturais para produzir
medicamentos potencialmente mais ativos e seguros poderiam ser facilmente realizadas e o
poder econémico das empresas farmacéuticas estava aumentando (RATES, 2001) A medicina
precisa da industria que produz medicamentos farmacéuticos, que sdo amplamente baseados
nos principios ativos das plantas e, portanto, sdo usados como matéria-prima em muitos casos
(ARCEUSZ; RADECKA; WESOLOWSKI, 2010).
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A OMS também reconhece que a maioria das populacbes nos paises em
desenvolvimento ainda depende de medicamentos fitoterapicos para atender as suas
necessidades de satude (KADIR et al., 2013) e tem um profundo interesse na documentacgéo do
conhecimento de plantas medicinais de diferentes areas do globo (MAHWASANE, et al. 2013).
Autores mostram que de 1960 a 2019, foram publicados mais de 110.000 estudos relacionados
a plantas medicinais, sendo a China e a india os paises que mais se destacaram e em terceiro
lugar fica os Estados Unidos seguido do Brasil.

Ao longo dos anos, grandes avancos em relacdo ao uso de fitoterapicos e plantas
medicinais no Brasil foram sendo conquistados. Dentre eles, destaca-se as politicas publicas
relacionadas as plantas medicinais e fitoterapicas, apos a publicagdo da Portaria 971 (em 03 de
maio de 2006) e do Decreto 5.813 (em 22 de junho de 2006). Estes abordam a Politica Nacional
de Préticas Integrativas e Complementares (PNPIC) e a Politica Nacional de Plantas Medicinais
e Fitoterapicas (BRASIL, 2006).

A criacdo da PNPIC no SUS estabeleceu diretrizes consideraveis, como: a elaboracédo
da Relacdo Nacional de Plantas Medicinais e de Fitoterapicos, que determina critérios para
inclusdo e exclusdo embasado nos conceitos de eficacia e seguranca; a recognicdo das
necessidades da populacdo, das enfermidades passiveis de serem tratadas com plantas
medicinais e fitoterapicos, e torna-las acessiveis nas Unidades de Saude, de maneira
complementar, usando um ou mais dos seguintes produtos: a planta medicinal, planta medicinal
seca (droga vegetal), fitoterapico manipulado ou o fitoterapico industrializado (BRASIL,
20064a).

A Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos favoreceu a implementacao
de acdes capazes beneficiar melhorias na qualidade de vida da populacdo brasileira. Nas bases
dessa nova politica, esta prevista a melhoria do acesso da populacdo aos medicamentos,
ampliando as alternativas terapéuticas e a promocao da atencao a saude dos usuarios do Sistema
Unico de Salde — SUS (Portaria n° 971 do Ministério da Sadde, de 03/5/2006) (BRASIL, 2006).
Também favoreceu a incluséo social e regional, promocao da seguranca alimentar e nutricional,
progresso industrial e tecnoldgico, além do uso sustentavel da biodiversidade brasileira e
enaltecimento do conhecimento tradicional adjunto das comunidades tradicionais e indigenas.
Além disso, a finalidade desta Politica é o fortalecimento da agricultura familiar e o
desenvolvimento de emprego e renda, diminuindo as desigualdades regionais (ZUANAZZI,
MAYORGA, 2010).
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Um outro grande estimulo do Mistério da Saude foi a publicacdo, em 2009, da Relacéo
Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao Sistema Unico de Satde (RENISUS). Nessa
lista constituem as plantas medicinais que evidenciam potencial para produzir produtos de
utilidade ao Sistema Unico de Satde (SUS). A pesquisa clinica e o ensino para esta criacio de
lista s&o um iniciativo significativo, em virtude da orientacdo e informacdes fornecidas por
meio delas. Dentre as espécies listadas, constam plantas usadas pelo conhecimento popular,
com atividades bioldgicas ja confirmadas cientificamente (BRASIL, 2009).

Na literatura, diversas plantas sdo citadas para patologias mentais, com destaque para as
que sdo utilizadas para o tratamento da ansiedade, s&o elas: Valeriana officinalis (DIETZ et al.,
2005), Melissa officinalis (GOLYSZNY; OBUCHOWICZ et al., 2018), Hypericum perforatum
(GOLYSZNY; OBUCHOWICZ et al., 2018), Passiflora incarnata (DHAWAN et al., 2001),
Panax ginseng (LEE; RHEE, 2017), Humulus lupulus L. (ZANOLI; ZAVATTI et al., 2008),
Piper methysticum (LEHMANN et al., 1996), Rhodiola résea (CROPLEY et al.,2015) entre
outras.

Segundo um estudo realizado por Bezerra et al., (2021), apenas 23% dos profissionais
de saude entrevistados relataram ter tido contato com informagdes cientificas sobre fitoterapia
durante a formacdo profissional. Todos eles aprovam a implantacdo da pratica oficial da
fitoterapia e prescrevem rotineiramente fitoterapicos e plantas medicinais, mas desconhecem
0s possiveis riscos da interacdo medicamentosa com o uso de plantas medicinais. Assim, é
importante o conhecimento das plantas, seus usos e suas funcdes, ndo s6 no dia a dia, mas na

solucdo dos grandes desafios da sociedade moderna ou pés-moderna.
3.2 Aspectos gerais da ansiedade

A palavra ansiedade deriva do grego Anshein, que significa oprimir, sufocar. Angustia
ou ansiedade sdo termos que se correlacionam, que exteriorizam a experiéncia subjetiva e sdo
sempre associadas a manifestacdes de sintomas corporais (BARROS et al., 2003).

E vista como uma reacdo natural e primordial para a autopreservagio, entretanto, é
caracterizada como patologia quando se exterioriza de forma exagerada e/ou desproporcional
ao estimulo ansiogénico, podendo ter consequéncias negativas para o individuo quando limita,
dificulta ou impossibilita a sua capacidade de adaptacdo (CLAUDINO; CORDEIRO, 2016;
SOARES et al., 2016).

E uma desordem psiquica cuja origem ainda ndo estd completamente elucidada.
Entende-se que as emogdes, tanto as consideradas normais quanto as patolégicas, exprimem-se

em diferentes ramos psicoldgicos (afetivo, cognitivo, comportamental) e fisioldgicos



18

(neurovegetativo, neuroendécrino) (GRAEFF, 2007). A neurobiologia da ansiedade esta
associada a sistemas neuroanatémicos e funcionais, como por exemplo o sistema limbico,
responsavel por produzir os componentes afetivos do estimulo e, consequentemente, ativar 0s
sistemas enddcrino e autbnomo (KIM; GORMAN, 2005).

Pouco se compreende da fisiopatologia dos transtornos de ansiedade. Acredita-se que
a supergeneralizacédo do medo condicionado (DUITS et al., 2015; DUNSMOOR; PAZ, 2015)
e os déficits na extincdo do medo condicionado contribuam para o desenvolvimento de
transtornos de ansiedade (MILAD; ROSENBAUM; SIMON, 2014). Estudos de imagem
cerebral (ressonancia magnética funcional) sugerem hiperatividade em regides limbicas, como
amigdala e insula, durante o processamento de estimulos emocionais e conectividade funcional
aberrante entre essas regides e outras regides presuntivamente inibitorias no cérebro, como o
cortex pré-frontal medial (ETKIN; WAGNER, 2007; FONZO et al., 2015; KILGORE et al.,
2014; STEIN et al., 2007).

Pesquisas realizadas com animais indicam que estados similares aos da ansiedade sdo
mediados pela amigdala, o hipocampo, o cértex préfrontal, o locus coeruleus e a matéria
cinzenta periaquedutal, sendo mediado por, pelo menos, trés sistemas de neurotransmissores
centrais: noradrenérgico, serotoninérgico e gabaérgico, que sdo sistemas profundamente
afetados por compostos farmacolégicos que apresentam acdo ansiolitica (NARDI et al., 2012).

Dentre os transtornos de ansiedade listados pela Associagdo Psiquiatrica americana na
5% edicdo do Manual de Diagnostico e Estatistica (DSM-V), estdo: transtorno de ansiedade de
separacdo, mutismo seletivo, fobia especifica, transtorno de ansiedade social (fobia social),
transtorno de panico, agorafobia, transtorno de ansiedade generalizada, transtorno de ansiedade
induzido por substancia/medicamento, transtorno de ansiedade devido a outra condi¢do médica,
outro transtorno de ansiedade especificado e transtorno de ansiedade ndo especificado
(AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2014).

A ansiedade atualmente é a sétima causa mais comum de incapacidade em todo o
mundo, fato que intensificou a busca por novos tratamentos com menos efeitos adversos e
melhor eficacia terapéutica (GARCIA-RIOS et al., 2019).

3.3 Plantas com potencial ansiolitico

O tratamento de disturbios de humor, incluindo transtornos de ansiedade, € um dos
motivos mais comuns para a busca de terapias alternativas. Esse aumento provavelmente é

promovido pela necessidade atual de medicamentos eficazes e seguros para aliviar a ansiedade
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e a depressao em uma porcentagem de pacientes que ndo respondem ou sao sensiveis aos efeitos
colaterais dos medicamentos atuais (BARRETO et al., 2017). De fato, a necessidade de tal
tratamento também estimula o progresso em estudos fitofarmacoldgicos. Sarris et al. (2011)
relataram que o nimero de artigos que lidam com os efeitos de substancias derivadas de plantas
em diferentes transtornos mentais aumentou 50%.

Os compostos ativos de plantas medicinais com potencial neuromodulador sé&o
considerados uma terapia complementar ou alternativa em relacédo a farmacoterapia classica da
ansiedade. Os profissionais acreditam que eles podem ser uma fonte de novos medicamentos
ansioliticos no futuro. No entanto, seu uso requer uma melhor compreensdo de seus
mecanismos de agdo e suas interagdes com a terapéutica atualmente usada (GOLYSZNY;
OBUCHOWICZ et al., 2018).

Zhang et al. (2004) e Saki et al. (2014) em suas revisdes mostraram uma visdo geral de
espécies vegetais com potencial ansiolitico, constituintes que demonstraram ter efeitos
terapéuticos em modelos animais de doengas psiquiatricas e medicamentos fitoterapicos que

demonstram efeitos ansioliticos significativos em modelos animais (Quadro 1).

Quadro 1- Medicamentos fitoterapicos e plantas medicinais com potencial ansiolitico

Medicamentos fitoterapicos com
efeitos ansioliticos significativos em Referéncias
modelos animais

Plantas medicinais com

. O Referéncias
potencial ansiolitico

Abies pindrow R. Achillea millefolium,
Azadirachta indica A. Citrus aurantium
Juss. C. sativus L.

Dracocephalu
polychaetum bornum

Cecropia glaziouri S. Foeniculum vulgare

Cassia siamea L.

Clitoria ternatea L., S Humulus lupulus
Q Lavandula angustifolia g
Davilla rugosa P - g N
= M =
Euphoria longana L ‘g Matricaria chamomilla )
Eurycoma longifélia J ‘SCU Mentha piperita ﬁ
N
Ginkgo biloba L. Nardostachys jatamansi
Hypericum peNrfora:[um L. (ervade Ocimum basilicum
Séo Jodo)
Kielmeyera coriacea M. Peganum harmala
Magnolia officinalis R. Et Wils Primula vulgaris

Matricaria recutita L. Prunus amygdalus
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Melissa officinalis L. Rosa spp.

Passiflora incarnata L. Scrophularia striata

Piper methysticum L. Forster

(Kava-kava), Silybum marianum L

Rubus brasiliensis M. Spinacia oleracea
Scutellaria baicalensis G. Stachys lavandulifolia
Tilia tomentosa M. Tilia platyphyllos Scop
Moinho de jujuba Ziziphus Vitex agnus

Withania somnifera L. Vitex agnus-castus.

Fonte: Elaborada pelo autor

Os medicamentos originados de plantas também podem ser Gteis no desmame de um
tratamento com benzodiazepinico ou hipnotico que podem provocar dependéncia rapida e
potente, 0 que é negativo para o paciente. Nessas circunstancias, a demanda por conselhos e
alternativas das equipes de farmécias esta se tornando cada vez mais significativo (TISSOT et
al., 2019).

Possuir conhecimento para trabalhar com esses medicamentos naturais € um trunfo para
a profissdo farmacéutica e é dever do profissional ser responsavel pelo uso apropriado e seguro
de plantas medicinais. A escolha da planta, a mistura e a formulacdo galénica sdo importantes
e a fitoterapia é o cerne da atividade farmacéutica (TISSOT et al., 2019). Com isso, métodos
novos de tratamento tornam-se necessarios. Estudos futuros devem considerar a investigacao

de alternativas aos medicamentos convencionais, como plantas medicinais (LEE; RHEE, 2017).

3.4 Familia Fabaceae e género Erythrina

Fabaceae, também denominada Leguminosae, da ordem Fabales, é a terceira maior
familia entre as angiospermas, conm mais de 700 géneros e cerca de 20.000 espécies de arvores,
arbustos, trepadeiras e ervas, com ampla distribuicdo mundial. As espécies lenhosas, em sua
maioria, sdo tropicais enquanto as espécies herbaceas possui distribuicdo principalmente em
regibes temperadas (Britannica Academic, Encyclopadia Britannica, 2017). Plantas
pertencentes a esta familia biossintetizam e acumulam grandes quantidades de fendlicos,
particularmente flavonoides, acidos fendlicos e taninos (HEGNAUER; RENPE; GPAYER-
BARKMEIJER, 1993).

O nome do género Erythrina tem origem grega a partir da palavra eritros, que significa
cor vermelha, referindo-se a cor das flores. Este género compreende cerca de 115 espécies

(arvores ou arbustos e ramos armados) e se encontra amplamente distribuido em regides
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tropicais e subtropicais (GLEDHILL, 2008). Este género compreende cerca de 115 espécies, e
se encontra amplamente distribuido em regides tropicais e subtropicais (ARITA et al., 2014;
GLEDHILL, 2008).

Em 1877, teve inicio o estudo do género Erythrina devido a descoberta da acéo
farmacoldgica do extrato das sementes da E. americana, por Dominguez e Altamirano, que
possuia efeitos semelhantes aos da d-tubocurarina (substancia extraida de Chondodendron
tomentosum). Apoés essa descoberta, os extratos de diferentes espécies de Erythrina passaram a
ter seus perfis fitoquimicos e farmacoldgicos pesquisados (GARIN-AGUILAR et al., 2000;
CHACON et al., 2021).

As espécies deste género sdo famosas por apresentarem diferentes classes de compostos
como alcaloides, flavonoides e terpenos. Os alcaloides Erythrina sdo caracteristicos deste
género com mais de cem derivados estruturais ja descritos (AMER; SHAMMA;
FREYER,1991; JUMA, et al., 2004; TANAKA et al., 2001; WANJALA et al, 2000;
WANJALA et al., 2002).

No Brasil, existem 13 espécies: Erythrina amazonica Krukoff, Erythrina
corallodendron L., Erythrina crista-galli L., Erythrina falcata Benth., Erythrina fusca Lour.,
Erythrina mulungu Mart., Erythrina nervosa DC., Erythrina poeppigiana (Walp.) O.F. Cook,
Erythrina similis Krukoff, Erythrina speciosa Andrews, Erythrina ulei Harms, Erythrina
velutina Willd., Erythrina verna Vell (MARTINS, 2015). Com isso, as espécies de Erythrina
representam um campo de estudo interessante.

As espécies de Erythrina fazem parte da medicina tradicional popular devido as suas
propriedades ansioliticas (GARIN-AGUILAR et al., 2000). Dentre elas destacam-se a E.
velutina por ser utilizada popularmente como sedativa e calmante natural para problemas como
estresse, ansiedade, depressao e insdnia (PALUMBO; GARDIN; NAKAMURA, 2016).

3.5 Erythina velutina Willd.

Erythina significa vermelho e velutina (de origem Latina) refere-se ao fato da folha
apresentar indumento de delicados e macios pelos. (CARVALHO, 2008). Possui sinonimias
cientificas como Erythrina aculeatissima Desf., Erythrina splendida Diels, Corallodendrum
velutinum (Willd.) Kuntzee Chirocalyx velutinus Walp. (LORENZI; MATOS, 2002).

Conhecida popularmente como mulungu (do tupi, mussungi ou muzungu e do africano
mulungu que significa “pandeiro”, talvez pela batida no seu tronco oco emitir som), suina,

canivete, corticeira, pau-de-coral, sanadui, sanaduva, saranduba, magaranduba, bico-de-péssaro
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dentre outros (LORENZI, 1992), € uma espécie arbOrea nativa que possui distribuicéo
geografica nos estados do Nordeste, no vale do Séo Francisco e no Sudeste (Minas Gerais, Rio
de Janeiro e Séo Paulo), com dispersdo mais ligada as subareas Umidas das margens de rios, ou
areas rebaixadas, um pouco alagéaveis durante a época das chuvas. Também € encontrada na
ilha de Fernando de Noronha e nas Antilhas, no norte da Venezuela, no norte da Coldmbia, no
Equador, nas ilhas Galapagos e no Peru (MARTINS, 2018; SANTOS et al., 2013;
CARVALHO, 2008; LORENZI, 1992).

A espécie apresenta diversas funcionalidades que vado desde o sombreamento dos
cacaueiros, confeccdo de tamancos e jangadas, mourdes de cerca e arborizacdo de pracas e
parques publicos até seu uso etnofarmacologico (CARVALHO et al., 2008; LORENZI,
MATQOS, 2008).

E uma arvore decidua, de copa aberta e arredondada, florifera e ornamental, espinhenta,
com altura de 6 a 12 m, de acordo com a (Figura 1) (PALUMBO; GARDIN; NAKAMURA,
2016). O tronco varia de 40 a 70 cm de didmetro e sua casca do caule € lisa a levemente &spera
(SILVA et al., 2013). Apresenta folhas compostas trifolioladas, alternas e de base simétrica, de
foliolos cartaceos, velutino-pubescentes, medindo de 3 a 12 cm de comprimento, como mostra
a (Figura 1) (PALUMBO; GARDIN; NAKAMURA, 2016). As flores séo de cor vermelho
coral, grandes, dispostas em paniculas racemosas com raque pulverulenta, que se formam com
a arvore totalmente desprovida de folhagem, como mostra a (Figura 1) (PALUMBO; GARDIN;
NAKAMURA, 2016). Suas flores aparecem surgem de outubro a dezembro nas copas despidas
de folhas (CARVALHO, 2008).

Figura 1 — E. velutina em destaque folhas e flores

Fonte: HENRIETTE KRESS (2008); MARTINS, (2015).
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Os frutos possuem forma de legume um tanto curvo, séo deiscentes quando maduros e
de coloragdo marrom, com apice e base aguda, internamente ndo-septado e com 1-4 sementes
(Figura 2) (CARVALHO, 2008; SILVA et al. 2013). Os frutos amadurecem de janeiro a
fevereiro (LORENZI, 2002).

Figura 2 — Fruto (A) e sementes de E. velutina Willd (B)

ﬁ&

., =8 Qb

Fonte: COELHO, (2003); DANTAS; DA SILVA; RIBEIRO (2013).

B

A casca de E. velutina é muito utilizada na medicina popular como sudoripara,
calmante e no tratamento de verminoses (RABELO et al., 2001). O fruto seco apresenta acao
anestésica local (LORENZI; MATQOS, 2002). O decocto das cascas € utilizado para acelerar a
maturacdo de abscessos gengivais. Ao decocto das cascas, atribui-se as propriedades como
calmante e sedativo de tosses e bronquites, além de ser empregado no tratamento de verminoses
e hemorroidas. (CARVALHO et al., 2008). Diversas atividades foram relatadas para o extrato
alcodlico da casca do caule como: antibacteriana (VIRTUOSO et al., 2005), analgésica
(VASCONCELOS et al., 2003), ansiolitica (VASCONCELOS et al., 2004; RIBEIRO et al.,
2006) e anticonvulsivante (VASCONCELOS et al., 2007).

Os flavanoides sdo principalmente as flavanonas, isoflavanonas, isoflavonas e
pterocarpanos (Quadro 2) que exibem inimeras atividades bioldgicas: citotoxica em diferentes
linhas celulares de cancer (PASSREITER et al., 2015), anti-inflamatoria (TOGOLA et al.,
2009), antidiabética (CUI et al., 2007), antimicrobiana (TANAKA et al., 2001), anti- HIV (LEE
etal., 2009) e anti-plasmodial (RUKACHAISIRIKUL et al., 2008). No quadro 2 estdo dispostos
os flavanoides encontrados na literatura para a espécie de E. velutina.
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Quadro 2 - Flavanoides encontrados para a espécie de E. velutina.

FLAVANONAS
Ole FAHMY et al, 2019;
OlMe
HO 0 O RABELO et al., 2001.
Homoesperitina Cascas O
I SILVA et al., 2016.
FAHMY et al, 2019;
4-O-metil RABELO et al., 2001;
sigmoidina B Cascas
DA-CUNHA, 1996.
ISOFLAVANONAS
AGLICONES DE ISOFLAVONA
FAHMY et al, 2019;
RABELO et al., 2001;
Erivelutinona Cascas
DA-CUNHA, 1996;
FAHMY et al., 2019;
RABELO et al., 2001.
Faseolidina Cascas
CABRAL, 2009.
Apigenina-6,8-di- L s o
C-p-glucosideo | Folhas S o e PASSOS et al., 2013,
(vicenina I1) LT
Apigenina-7-O- mfjim h
rutinosideo Folhas " ~N 2 PASSOS et al., 2013.
(isorhoifolin) - -
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oy

2
| |
o, ‘ L0 S )
Hesperidina Cascas | \‘T’\H R SILVA et al., 2016.
|
I
Abssinina Cascas "°‘\ﬂf’*-- '°\T-"‘v“~~,§=-' SILVA et al., 2016.
\‘;ﬁ: v.
Sigmoidina C Cascas SILVA et al., 2016.
7-0(a-
ramnopiranosil- - 1’1\ -
B- Cascas R o o 1 2 CABRAL, 2009.
glucopyranoside)- ) ikl i |DE
genisteina
Acido rizonico Cascas SILVA et al., 2016.

Fonte: Prépria (2021).

Alcaloides tetraciclicos tipo eritrina como a (+)- eritralina e a (+)- eritratina (Quadro 3)

foram isoladas da Erythrina velutina com propriedades ansioliticas (RAMBO et al., 2019). No

quadro 3 estdo dispostos os alcaloides encontrados na literatura para a espécie de E. velutina.

Quadro 3 — Alcaloides encontrados para a espécie de E. velutina.

16- O - p-d-
Glucopiranosil
coccolina

Sementes

HyCO™
(R,= 0-B-D-Glu; R,= OH)

RAMBO et al., 2019;

OZAWA, KISHIDA,
OHSAKI, 2011.




Erysotrine

N-6xido de
eritodina

Erysovine

Erisovina

Glucoerysodine

Sodium erysovine
15-O-sulfate

Erysopine 15-O-
sulfate

8-Oxo-erythraline

Erythraline

Erythratine

Sementes

Sementes

Bark

Sementes

Sementes

Sementes

Sementes

Sementes

R“"'\-\. N

e
S
R:*’L“-§J>'L J:r

| Mz
M

b |3{:U*"L~:":'
(R:= OMeg; R,= OMe)

R“"'\-\. N

e
S
R:*’L“-§J>'L J:r

| Mz
M

+|3{:U*"L~:":'

(R1= OMe, R,= OH)

H~{‘EJ*"L"’:'

5

(R1= OME, R,= SO3Na)

__.-]\ e n M j )
R: H-!%\H B
HyCOw ™5

(R1: H, RZ: SO3H)

ot

s /x“‘] ®
M

-

-
i

RAMBO et al., 2019;

OZAWA et al., 2009.

RAMBO et al., 2019;
OZAWA et al., 2009.

CABRAL, 2009.

RAMBO et al., 2019;

OZAWA et al., 2009.

RAMBO et al., 2019;

OZAWA, KISHIDA,
OHSAKI, 2011.

RAMBO et al., 2019;

OZAWA, KISHIDA,
OHSAKI 2011.

RAMBO et al., 2019;

OZAWA et al., 2009.

AMER; SHAMMA,;
FRYER, 1991

OZAWA et al., 2009;

AMER; SHAMMA,;
FRYER, 1991
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.

2
y

‘xI.-" \':_-_.L.-"
e "'\_,_/.‘/""’ -
. ,),/[\

. = LEAL, 2018
Er_ysotlne: or Cascas
erisosalvine o
IO
Erysovine (R;= OH; R;= OCH 3)
Erisosalvine (R;= OCH 3; R,= OH)
/J\l/\\/\
Erythroculin Cascas \/\/W\] LEAL, 2018
-
N NF
RAMBO et al., 2019;
Erysodine N-oxide Sementes
OZAWA et al., 2009.
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Fonte: Prdpria (2019).

O uso mais popular da E. velutina € a administracdo oral do extrato aquoso (infusdo ou
decoccédo) ou de uma tintura (extrato etanol / agua) que € preparada a partir de casca de caule
recém-colhida (TESKE; TRENTINI, 1995; MATOS, 1997). Diversas atividades
farmacoldgicas tém sido investigadas e reportadas na literatura para a espécie E. velutina em
varios modelos animais realizados in vivo (Quadro 4) e algumas das atividades bioldgicas
investigadas reforcam os usos etnofarmacoldgicos, sendo a principal atividade relatada, para
extratos de eritrina e alcaloides isolados, a ansiolitica (RABELO et al., 2001; DANTAS et al.,
2004; VASCONCELOS et al., 2004; RIBEIRO et al. 2006; OZAWA et al., 2008).

Portanto, a espécie E. velutina possui estruturas com varias propriedades biolégicas e
tém atraido recentemente atencdo como meta sintética (OZAWA, KISHIDA, OHSAKI, 2011).



Quadro 4 — Efeitos bioldgicos de E. velutina.

ATIVIDADE

Ansiolitica

Antipsicotica

Neuroprotetora

Anticonvulsivante

Mecanismo de acdo
no sistema nervsovo
central

Antinociceptiva

Anticolinesteréasica

Anti-inflamatéria

Antitumoral

PARTE DA
PLANTA

Folhas
Cascas

Cascas

Sementes

Cascas

Folhas

Cascas

Folhas

Cascas

Cascas

Folhas

Folhas

Folhas

Cascas

Cascas

Folhas

Folhas

Cascas

Cascas

Sementes

Sementes

Sementes

Sementes

EXTRATO

Hydroalcoholic Extracts
Hydroalcoholic Extracts

Hydroalcoholic Extracts

Isolated alkaloids

Hydroalcoholic Extracts
Alcohol Extract
Ethanolic extract

Standardized extract

Standardized Ethanolic
Extract and Rhizonic Acid

Hydroalcoholic Extracts

Alcohol Extract
Agueous extract
Extrato metandlico (fases
organicas)
Extrato padronizado
Extrato hidroalco6lico
Extrato aquoso
Extrato rico em alcaloides
Extrato etandlico

Extrato hidroalco6lico

Inibidor de quimiotripsina
purificado

Inibidor de tripsina
purificado

Alcaloides isolados

Inibidor de quimotripsina
purificado de Kunitz
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Antioxidante

Antimicrobiana

Acéo relaxante

Efeito inotrdpico
positivo

Fotoprotetora e
antioxidante

Fonte: Propria (2019).
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Extrato hidroalco6lico
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Dessa forma, a busca por informacdes acerca da atividade farmacoldgica do infuso das

cascas de E. velutina é imprescindivel e de suma importancia para garantir ou ndo o uso popular

da planta no tratamento ao transtorno da ansiedade, bem como contribuir para o

desenvolvimento de novos medicamentos fitoterapicos. Além disso, colabora com os estudos

englobando a toxicidade do cha.
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4 METODOLOGIA

4.1 Material vegetal e obtencdo do extrato

As cascas foram coletadas em agosto de 2019 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 namero HACAM 3216.

O material vegetal foi seco a 40 °C em estufa com circulacdo de ar, até obter peso
constante (Figura 3). Em seguida, as cascas secas foram trituradas em um moinho de facas no
Laboratorio de Sementes do Instituto Federal de Educacédo, Ciéncia e Tecnologia da Paraiba,
Campus de Picui, para a obtencao do p6 finamente granulado.

Figura 3 — Cascas de E. velutina e o processo de secagem em estufa com circulacdo de ar e
moinho de facas

» —

Fonte: Elaborada pelo autor.

Com a obtencdo da droga vegetal foi possivel a realizacdo da analise visual e
organoléptica, em seguida as amostras foram transferidas para um recipiente rotulado adequado

e armazenado.

4.2 Determinacao do tamanho de particulas

A determinacdo da granulometria dos pds foi feita de acordo com a Farmacopeia
Brasileira (2019) e foi analisada com o auxilio de tamises operados manualmente, com
movimentos horizontais e verticais da operacdo manual com seis numeragdes: 710, 355, 180,
150, 75, 38um de acordo com as caracteristicas da amostra. O conjunto foi montado com o
tamis de maior abertura sobre o de abertura menor e colocado sobre o receptor de tamises. Foi

pesado cerca de 25 g da amostra, que foi transferida para o tamis superior, distribuindo
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uniformemente o p6. Apoés isso, com o auxilio de um pincel adequado, foi removida toda a
amostra retida na superficie superior de cada malha para um papel impermeavel e em seguida
0 po foi pesado. O po retido no coletor também foi pesado. Foi calculado o percentual retido

em cada tamis, utilizando o seguinte célculo:
. . P1
% Retirada pelo tamis = 5% 100

em que:

e P1 =peso da amostra retida em cada tamis (em gramas);
e P2 =soma dos pesos retidos em cada tamis e no coletor (em gramas);

A droga vegetal obtida nestas diferentes granulometrias foi acondicionada
separadamente em frascos de polietileno branco fosco, nomeados de EV01 a EV06 (EVO0L1,
EV02, EV03, EV04, EV05 e EV06), sequindo a ordem crescente de tamanho de particulas,
onde a particula EV01 é a de menor tamanho e a EV06 de maior, e posteriormente foram

devidamente fechados e protegidos luz e da umidade, e armazenados em temperatura ambiente.
4.3 Controle de qualidade da droga vegetal

A qualidade da droga vegetal foi determinada por meio de testes adaptados da

Farmacopeia Brasileira (2019).

» Densidade aparente: Amostras de 10 g foram pesadas (n = 3), transferidas para
provetas de 25 mL e submetidas a 100 batidas em superficie plana, nas quais foi
avaliado o volume ocupado. A densidade foi dada pela razdo massa/volume.

> Determinacdo do pH: Uma solucdo aquosa contendo o p6 da droga vegetal foi
preparada e o pH medido através de tiras indicadoras da marca MN Macherey-
Nagel.

» Determinacédo do indice de espuma: Amostras de 1 g (n=3) do material vegetal
reduzido a po fino foi transferido para erlenmeyer contendo 50 mL de agua
fervente. Manteve-se sob fervura durante 30 minutos. Em seguida foi resfriada,
filtrada para baldo volumétrico de 100 mL e o volume completado, através do
filtro, para 100 mL. O filtrado obtido foi distribuido em 10 tubos de ensaio com
tampa em séries sucessivas de 1, 2, 3, até 10 mL. O volume do liquido foi
completado em cada tubo para 10 mL com agua. Os tubos foram tapados e

agitados com movimentos verticais por 15 segundos, com duas agitagdes por
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segundo. Foi deixado em repouso por 15 minutos e a altura da espuma foi
medida através de uma régua. Dessa forma, é obtido o indice de espuma
dividindo 1.000 pelo volume (mL) do extrato adicionado ao tubo de maior
diluicdo que apresente altura de espuma igual a 1 cm (Brasil, 2010).

Por conceito, o indice de espuma expressa a quantidade de liquido extrator que
seria necessario para produzir um extrato aquoso (decoto) com um grama da
droga vegetal que exiba anel de espuma com 1 cm de espessura apés agitados,
nas condigdes do experimento.

» Determinacdo do indice de intumescéncia: Amostas de 1 g (n=3) da droga
vegetal pulverizada foi transferida para proveta de 25 mL de boca esmerilhada.
Adicionou-se 25 mL de agua e agitou-se a cada 10 minutos, por uma hora. A
mistura ficou em repouso por trés horas, a temperatura ambiente. O volume, em
mililitros, ocupado pelo material vegetal acrescido da mucilagem ou qualquer
outro material aderido subtraido do volume inicial da droga foi medido. Foi
calculado o valor médio obtido a partir das determinacdes individuais realizadas

e relacionado a 1 g de material vegetal.

4.4 Analise fitoquimica

Foi realizado um estudo quantitativo, por espectrofotometria na regido do visivel,
utilizando o espectrofotémetro (Shimadzu Uvmini-1240), para a determinacdo dos metabolitos
secundarios (polifendis totais, flavonoides totais e taninos condensados) presentes nos extratos
das diferentes espécies vegetais. Os comprimentos de onda foram escolhidos a partir de
registros descritos em metodologias de referéncia com comprimento de onda de maior

absorbancia para cada metabdlito.

4.4.1 Determinacao do teor de polifendis totais

A curva padréo foi construida utilizando-se concentragdes entre 3 e 40 pg 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 da DVEv na presenca do reagente de
Folin-Ciocalteau em meio alcalino relacionando os valores de absorbancia encontrados, com a
concentracdo de polifendis da solucdo, através de uma relacdo matematica obtida pela curva de

calibracéo.
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De acordo com a técnica, distribuiu-se em tubos de ensaio 0,5 mL da solugdo do
reagente de Folin-Ciocalteau 1N e posteriormente, 0,5 mL de solucdo do extrato. Os tubos
ficaram em repouso por 2 minutos, a temperatura ambiente (25 °C). Em seguida, adicionou-se
1 mL de uma solugédo de Na,COz 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 da DVEv 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 0,5 mL da solucéo de extrato e 1,5 mL de &4gua 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.

4.4.2 Determinacao do teor de flavonoides totais

A curva padrdo foi construida utilizando-se concentracdes entre 2 e 28 ug mL?, de
quercetina, analisadas em aparelho anteriormente descrito, para a leitura da absorbancia em 415
nm. As leituras das amostras da DVEv foram realizadas na presenca de solucfes do cloreto de
aluminio relacionando os valores de absorbancia encontrados com a concentracdo de
flavondides da solugéo através de uma relagcdo matematica obtida pela curva de calibracéo.

Distribuiu-se em tubos de ensaio 1,5 mL de solucdo metanodlica de AICI; 2% (p/v) e
posteriormente 1,5 mL de solu¢cdo metandlica 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 da DVEv 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 1,5 mL da solucéo do extrato e 1,5 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.
4.4.3 Determinacao do teor de taninos condensados

A curva padro foi construida utilizando-se concentracdes entre 10 e 100 ug 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 presenga de uma solucéo

de vanilina, em meio acido, relacionando os valores de absorbancia encontrados com a
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concentracdo de taninos condensados da solucao através de uma relagdo matemaética obtida pela
curva de calibracéo.

De acordo com o procedimento técnico, distribuiu-se em tubos de ensaio 1,5 mL de
solucdo metandlica de vanilina 4% (p/v) e posteriormente 0,25 mL de solu¢do metandlica do
extrato e 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 concentracdo da DVEv 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.

4.5 Andlise térmica

4.5.1 Termogravimetria (TG)

As curvas termogravimétricas dindmicas do po das cascas de E. velutina nas diferentes
granulometrias (EVO01, EV02, EV03, EV04, EV05, EV06) foram obtidas em uma balanca
modelo DTG-60, da Shimadzu, na razdo de aquecimento de 10° C min ', variando de 30°C até
temperatura de 900°C. Utilizou-se atmosfera de nitrogénio e de ar sintético, com fluxo de 50
mL min . Foi utilizando massa de 5 a 8 mg, acondicionada em cadinho de alumina aberto para
cada amostra. As curvas foram analisadas através do software Tasys 60, da Shimadzu, para

caracterizar as etapas de perda de massa.

4.5.2 Anélise Térmica Diferencial (DTA)

As curvas térmicas diferenciais do po das cascas de E. velutina nas diferentes
granulometrias (EV01, EV02, EV03, EV04, EV05, EV06) nas diferentes granulometrias foram
obtidas em uma balanca modelo DTG-60, da Shimadzu, na raz&o de aquecimento de 10° C min
71, variando de 30°C até temperatura de 400°C. Utilizou-se atmosfera de nitrogénio e de ar
sintético, com fluxo de 50 mL min ™. Foi utilizando massa de 5 a 8 mg, acondicionada em
cadinho de aluminio hermeticamente fechados para cada amostra. As curvas foram analisadas

atraves do software Tasys 60, da Shimadzu.
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4.6 Citotoxicidade em Eritrécitos

A preparacdo das hemaécias para o teste de citotoxicidade seguiu a metodologia descrita
por Cruz-Silva et al (2000) com algumas modificacGes. Para a realizacdo do teste foi
selecionado o p6 EVO0L1. Foi utilizado sangue humano para a realizagdo do experimento, sendo
0s tipos sanguineos utilizados (A, B e O) doados por voluntérios da propria institui¢do, foram
coletados pelo laboratério de Analises Clinicas da UEPB, acondicionado em tubos com
heparina. O plasma foi retirado apos centrifugacdo a 2000 rpm por 5 minutos. Posteriormente,
a suspensdo de hemacias foi lavada com solugédo salina na proporcdo de 1:1 e centrifugada a
2000 rpm durante 5 minutos para obtencdo dos eritrdcitos, este procedimento foi repetido por
mais duas vezes e o sedimento da Ultima centrifugacdo foi suspenso em NaCl 0,9%. As
hemacias foram ressuspensas com a mesma solucéo e o volume foi ajustado para 5%. Entéo,
colocou-se 1mL da suspensdo de hemdcias a 5% juntamente com 1mL das solu¢des da DVEv
nas concentragdes de 1,25; 2,5 e 5 mg/mL em tubos de ensaio, os quais foram deixados em
repouso durante 1 hora a temperatura ambiente para que ocorresse a hemolise. ApOs esse
periodo, cada tubo foi centrifugado a 2500 por 10 minutos, sendo o sobrenadante retirado para
leitura em espectrofotdmetro em um comprimento de onda de 540 nm (CRUZ-SILVA et al.,
2001).

Como controle positivo, foi utilizado o liquido de Turk a 2% uma vez que, essa
substancia causa 100% de hemolise e como controle negativo foi utilizada solucéo salina a 1%,
que ndo causa hemdlise alguma. A andlise foi feita em triplicata. O pencentual hemolisante foi

calculado utilizando a seguinte formula:

Ph = Ae—-Ab

x 100

Onde:

Ph: potencial hemolisante (em porcentagem).
Ae: absorbancia da amostra teste.

Ab: absorbancia do branco da amostra.

At: absorbancia do controle positivo.

Um percentual de hemolise considerado baixo deve estar entre 0 e 40%, moderado entre
40% e 80% e um alto percentual de hemdlise compreende valores entre 80 e 100%
(ASSUNCAO, 2017).
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4.7 Prospeccgdo da atividade bioldgica do ché de E. velutina

4.7.1 Producao do ché das cascas de Erythrina velutina

Foi realizada a decoccdo da DVEv, onde se pesou 5 g, 10 g e 20g da droga vegetal,
sendo adicionados 100 mL de agua destilada. A solucgéo foi colocada sob uma tela de amianto
e aquecida com o auxilio de um bico de bunsen, até atingir seu ponto de ebuli¢cdo. Em seguida,
a solucdo foi resfriada a temperatura ambiente e posteriormente filtrada. Ao final do processo,

se obteve o0 cha na concentracdo de 5 %, 10 % e 20 % (M/V).

Figura 4 — Cha da DVEv na concentracao de 5 %, 10 % e 20 % (m/v).

Fonte: Elaborada pelo autor

4.7.2 Toxicidade Aguda Oral

Foram utilizados 5 camundongos fémeas e 5 machos, seguindo as orientacdes do Guia
n° 22 de 17/06/2019 (Estudos nao clinicos necessarios ao desenvolvimento de medicamentos
fitoterapicos e produtos tradicionais fitoterapicos) pela Resolucdo da Diretoria Colegiada
(RDC) n° 26 de 13/05/2014. Os animais do grupo controle negativo receberam solucao salina
a 0,9% (10 mL. kgl) por sonda intragastrica (gavagem) e os animais do grupo experimental
receberam o cha (2000 mg.kg?) pela mesma via. Foram realizadas observagdes
comportamentais sistematicas nos tempos de 30 min, 1h, 2h, 4h ap6s a administracao e, a partir
de entdo, diariamente, até o decimo quarto dia, por meio do screening hipocratico (ALMEIDA,
2006). O protocolo de triagem farmacolégica comportamental segue em anexo.

Foi observado parametros como consumo de &gua e racdo a cada 24 horas durante 14
dias e a massa corporal ao final dos 14 dias, quando os animais foram pesados, anestesiados e
em seguida submetidos a eutanasia, sendo os orgaos (coracdo, figado, baco, rins e estbmago)

retirados, pesados e avaliados microscopicamente.
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4.8 Atividade ansiolitica

4.8.1 Desenho experimental

O protocolo foi proposto para avaliar os efeitos comportamentais e ansioliticos da
administragcdo do cha das cascas de E. velutina. Uma investigacdo do potencial ansiolitico do
cha foi realizada por meio dos testes de labirinto em cruz elevado, teste de movimentacéo
espontanea e teste de barra giratéria (rota rod), ambos de forma aguda. Os animais utilizados
no experimento foram camundongos heterogénicos, da linhagem Mus musculus — Swiss. Para
a realizacdo de cada experimento os animais foram separados em 5 grupos com 8 animais cada
(RAUPP et al, 2008), que foram selecionados de acordo com a randomizacao dos animais pela
idade para receber um dos tratamentos.

A droga de referéncia (diazepam) e o cha foram preparados imediatamente antes de cada
teste, sendo que cada animal recebeu 10 mL.kg? de seu peso. As administracdes dos
tratamentos foram realizadas por sonda intragastrica (gavagem). Foram 3 grupos testes (cha de
E. velutrina 5, 10 e 20 %, m/v), grupo controle negativo (solucédo salina) e como grupo padréo,
o diazepam na dose de 1mg.kg?. Os experimentos foram realizados no Biotério Professor
Eduardo Barbosa Beserra, Campus | da Universidade Estadual da Paraiba.

Método de eutandsia: todos os animais foram eutanasiados com uma injecdo de
anestésicos, associacdo de ketamina 10% e xilazina 2% via intraperitoneal, como recomendado
pelas Diretrizes da Pratica de Eutandsia do CONCEA de 2018, referente a roedores e pequenos
mamiferos.

O projeto de pesquisa do presente estudo foi analisado e aprovado pela Comissao de
Etica no Uso Animal (CEUA) da Universidade Estadual da Paraiba com o nimero 005/2020,

cuja declaracdo encontra-se em anexo.

4.8.2 Testes comportamentais
4.8.2.1 Teste em Labirinto cruz elevada (TLCE)

Os animais sem acesso a agua e comida por 1 hora (RAUPP et al, 2008) receberam 0s
tratamentos conforme o grupo:
e Grupo 1: grupo controle negativo, receberam solucdo salina;

e Grupo 2: grupo controle positivo: receberam a droga de referéncia (diazepam 1 mg);
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e Grupo 3 tratados: receberam o cha das cascas de E. velutina 5%
e +Grupo 4 tratados: receberam o cha das cascas de E. velutina 10%

e +Grupo 5 tratados: receberam o cha das cascas de E. velutina 20%

Uma hora minutos ap6s a administragdo dos tratamentos, cada animal foi submetido ao
TLCE individualmente (Figura 5). O tempo de permanéncia de cada animal foi de 5 minutos,
onde foi avaliado as entradas e tempo de permanéncia no braco, e comportamentos como
reaging (levantar), stretched attend postures (espreitas), grooming (autolimpeza) e head
dippings (mergulhos de cabega) (PINHEIRO et al., 2018). O grupo controle positivo foi

avaliado ap0s trinta minutos da administracao da droga de referéncia.

Figura 5 —Teste em Labirinto cruz elevada (TLCE)

Fonte: Elaborada pelo autor.

S6 foi considerada “entrada” em um dos bragos do labirinto quando as quatros patas do
animal atravessavam o limite do braco em questdo. A porcentagem de entradas nos bracos
abertos e a porcentagem do tempo de permanéncia nos bracos abertos do TLCE foram

calculadas de acordo com as seguintes formulas:

Entrada nos bragos abertos

x 100

% Entradas nos Bracos Abertos =
% ¢ Entrada nos bragos abertos+Entrada nos bragos fechados

Tempo nos bragos abertos
% Entradas nos Bragos Abertos = P £ x 100
Tempo bragos abertos+Tempo nos bragos fechados

Foram realizadas as medidas etoldgicas selecionadas para a analise deste estudo
(RODGERS et al., 1995):



Figura 6 — Medidas etoldgicas: Rearing (levantar-se).

Fonte: Elaborada pelo autor

Figura 7 — Medidas etoldgicas: grooming (autolimpeza)

Fonte: Elaborada pelo autor

Figura 8 — Medidas etoldgicas Head dippings (mergulhos de cabeca)

Fonte: Elaborada pelo autor
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4.8.2.2 Teste da movimentagao espontanea

O teste de movimentacdo espontanea (TME), que fornece medidas simultaneas de
locomocdo, exploracdo e ansiedade, foi utilizado para este estudo. O campo aberto (Figura 9) é
arena de 300x300 mm com finas listras pretas pintadas no chéo, dividindo-a em 16 blocos
quadraticos (MAHENDRA, SHRADHA, 2011). Os camundongos ap0ds passarem pelo teste de
labirinto em cruz foram colocados no centro da arena e um observador quantificou a locomocao
ambulatorial espontanea (n° de quadrados cruzados, n° de rearings e n° grooming) de cada
camundongo por 5 min (ALMEIDA, 2006).

Figura 9 — Teste da movimentagdo espontanea

N o] i

Fonte: Elaborada pelo autor

4.8.2.3 Teste de barra giratdria (rota rod)

O teste da barra giratoria (rota rod) baseia-se em colocar 0s roedores sobre uma barra
giratoria a uma velocidade constante e monitorar a capacidade dos mesmos em manter-se em
equilibrio sobre ela e, assim, medir o efeito de relaxamento muscular ou de incoordenagédo
motora dos animais produzidas por substancias com propriedades ansioliticas (ALMEIDA,
2006).

Este aparato esta mostrado na figura 4 e consiste em uma barra plastica rugosa de 3 cm
de diametro e 50 cm de comprimento que gira a uma velocidade de 5 rpm. Esta barra é dividida
em 5 secdes iguais para possibilitar a avaliacdo individual de 5 animais ao mesmo tempo. A

altura da barra em relacdo a base do aparelho € de 25cm.
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Uma hora apds a administracdo dos tratamentos citados nos testes anteriores, cada
animal foi colocado individualmente sobre a barra giratdria a uma velocidade constante e foram
monitorados em relacdo a capacidade dos mesmos em manter-se em equilibrio sobre
(ALMEIDA, 2006). O grupo controle positivo foi avaliado apds trinta minutos da
administracdo da droga de referéncia.

4.8.2.4 Andlise 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 comparagédo de
médias entre os grupos foi usado o teste “t” de Student e para comparacdo multipla dos
parametros foi utilizado a Anélise de Variancia (ANOVA) seguido do teste de Tukey. Em todas

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

5.1 Processamento da droga vegetal

Ap0s a secagem e moagem das cascas obteve-se um pd de cor castanho-claro (Figura
5), com tamanhos e formatos de particulas variados, sabor amargo e odor caracteristico. O

rendimento total apds moida foi de 867 g de droga vegetal.

Figura 10 — Droga vegetal, p6 de DVEv

Fonte: Elaborada pelo autor.

> Granulometria

Durante o processo de producdo de drogas vegetais, o controle da granulometria é uma
etapa importante, uma vez que os diferentes tamanhos das particulas influenciam diretamente
nas caracteristicas do produto final, pois qualquer alteragdo em sua granulacdo durante a
producdo pode resultar em particulas com tamanhos heterogéneos e nao uniformes. Portanto,
0s métodos analiticos preconizados pelas agéncias regulatorias, como a ANVISA, sdo
importantes para a caracterizacdo de materiais fitoterapicos, garantindo a eficacia e efetividade
de seu uso pelas empresas durante as etapas de producdo e controle de qualidade do cha
(ANDRADE et al., 2019).

Ap0s a tamisacdo DVEv, obteve-se a separacdo do po em seis diferentes tamanhos de
particulas (Figura 6), de acordo com as malhas do tamis. A malha de 355 um (EV05) foi a que
reteve maior quantidade de p6 (40,71 %), como demostrado na (Tabela 1). A distribuicao
granulométrica do p6 da casca do caule de E. velutina permitiu classifica-lo como pé grosso,

de acordo com a Farmacopéia Brasileria 6% Edigdo (2019).
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Figura 11 - Droga vegetal obtida a partir da casca de E. velutina separada em 6tam (malhas
710, 355, 180, 150, 75, 38 um).

Fonte:
A: EV06 (malha 710um), B: EV05 (malha 355um), C: EV04 (malha 180um), D: EV03 (malha

150pm), E: EVO05 (malha 75um), EV06 (malha 38um).

Tabela 1 - Porcentagem de p6 obtida ap06s o processo de tamisacao.

DVEv TAMIS MASSA % DE PO OBTIDO
(MALHA uM) (G)
EV06 710 28,30 9,87
EV05 355 118,75 40,71
EV04 180 79,30 27,18
EVO03 150 12,01 411
EV02 75 26,26 9,00
EVO01 38 26,55 9,10

Fonte: Elaborada pelo autor

A Farmacopeia Brasileira (2019) ndo estabelece parametros de valores para alguns
desses testes, incluindo a granulometria. No entanto, eles possibilitam uma caracterizacdo da
droga vegetal para fins de controle da qualidade, sendo a granulometria uma etapa importante
que permite a determinacdo da superficie de contato disponivel para interacdo com solventes
utilizado na obtencédo de preparac@es intermediarias liquidas (tinturas e extratos) (BABY et al.,
2005).

5.2 Controle de qualidade da droga vegetal

Os parametros fisico-quimicos foram avaliados com a finalidade de estabelecer um
controle de qualidade mais rigoroso da droga vegetal. A Farmacopeia Brasileira preconiza



45

alguns parametros, como por exemplo exame sensorial, determinacéo do indice de espuma e
determinacdo do indice de intumescéncia que devem ser seguidos para matéria-prima de origem
vegetal e alguns desses foram realizados no estudo. No entanto, para alguns testes nao dispde

de valores pré-estabelecidos.

» Densidade aparente

Os resultados da densidade dos diferentes tamanhos de particulas da DVEv avaliados
estdo expressos na tabela 2. A densidade aparente para as particulas € uma exigéncia
estabelecida pela RDC n. 14/2010 ANVISA, uma vez que permite a manipulagdo correta de
medicamentos fitoterapicos como, por exemplo, na producgdo de capsulas. A densidade aparente
para casca de E. velutina variou de acordo com o tamanho de particula, sendo o de maior
densidade a EV05 (0,47 g/mL) e o de menor densidade o EV01 (0,22 g/mL)

Tabela 2— Valores obtidos para o teste de densidade da DVEv em diferentes malhas do tamis

M7a1'ga Malha 355 Mlag'ga Malha 150 M?g‘a M;'Bha
P1 0,33 0.5 0,41 0,38 0,30 0,23
P2 0,34 0,47 0,43 0.4 0,31 0,22
P3 0,33 0,47 0,41 0,37 0,32 0,22
0,41+

Médiatdp 0,330,006 0,48+ 0,017 0,38+ 0,015 0,31+0,010 0,22+ 0,006

0,012

Fonte: Elaborada pelo autor

» Determinacéo do pH:

Na anélise da determinacdo de pH, de acordo com a Farmacopeia Brasileira (2019), foi
observado um carater acido paraa DVEv, em que todas as particulas demonstraram pH em torno
de 6,00. Esses dados indicam a presenca de substancias acidas no material estudado, sugestivos
de derivados de fendis e acidos cindmicos, ja relatados para a espécie (RAMOS et al., 2020).
Esse carater acido pode servir como fator de conservacdo, evitando a contaminacao microbiana.
E comum este carater 4cido, como mostrado no estudo realizado para avaliar as caracteristicas
fisico-quimicas da droga vegetal e do extrato nebulizado obtido das raizes de Apodanthera
congestiflora, que foi observado um carater &cido tanto na droga vegetal quanto no extrato

aquoso nebulizado, em que ambos apresentavam pH em torno de 6,00 (PEREIRA et a., 2019).
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» Determinacao do indice de espuma

Outro parametro avaliado foi o indice de espuma para os diferentes tamanhos de DVEv,
e os resultados foram dispostos na tabela 3. Essa metodologia é empregada as drogas vegetais
descritas na Farmacopeia, visto que sdo materiais utilizados especialmente pela industria
farmacéutica.

Na metodologia farmacopeica, utiliza-se o tubo de maior diluicdo que apresenta 1 cm
de espuma, assumindo-se que aquela concentragédo da droga permite a obtencdo desse resultado
(BRASIL, 2010).

Por conceito, o indice de espuma expressa a quantidade de liquido extrator que seria
necessario para produzir um extrato aquoso (decoto) com um grama da droga vegetal que exiba
anel de espuma com 1 cm de espessura apos agitados, nas condi¢des do experimento. (BRASIL,
2010). Na tabela 3 a seguir estdo dispostos os valores encontrados para os diferentes tamanhos
de particulas de DVEv.

Tabela 3 — Resultados de altura de espuma (cm) do teste de indice de espuma dos diferentes
tamanhos de particulas da DVEv.

Tubgs EVO01 EV02 EV03 EV04 EV05 EV06
(Dc+Agua  Malha 38 Malha 150 Malha Malha 355 Malha
mL) 75 180 710
A (1:9) 0 0 0,2 0,2 0,2 0
B (2:8) 0,5 0,4 0,4 0,3 0,3 0,2
C (3:7) 0,4 0,5 0,5 0,4 0,5 0,4
D (4:6) 0,7 0,7 0,5 0,5 0,5 0,3
E (5:5) 0,4 0,7 0,5 0,5 0,3 0,4
F (6:4) 0,5 0,7 1,1 0,5 0,6 0,5
G (7:3) 05 1 13 0,7 1,4 0,8
H (8:2) 0,6 0,6 1,2 0,8 0,9 0,9
1(9:1) 05 1,4 1,7 0,7 1 1
J (10:0) 1 16 2 13 15 13
Média 0,51 0,76 0,94 0,59 0,72 0,58
Desvio +0,25 +0,47 +0,61 +0,31 +0,46 +0,38
Padréo
IE (mL/g-1) 1000 1000 1000 1000 1000 1000
10 9 6 10 7 9
100,0 1111 166,6 100,0 142,8 111,1

Fonte: Elaborada pelo autor

Para a espécie ainda, ndo havia sido descrito um indice de espuma (IE) até o0 momento.

Visto que este € uma determinacdo farmacopeica para drogas vegetais, foi obtido o seguinte
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resultado: o tamanho de particula que exibiu maior valor de IE com 1,1 + 0,61 foi a Ev03 da

diluicdo (6:4), onde foram dispostos 6mL do cha para 4mL de agua.

» Determinagéo do indice de intumescimento

O intumescimento também € classificado como teste fisico-quimico que permite avaliar
o indice de intumescéncia que influencia na preparacdo dos extratos, pois fornece um indicativo
de inchaco do p6 quando em contato com o sistema solvente, permitindo predizer o volume

extra de solvente que pode ser adicionado durante o processo de extracdo (MOTA et al., 2014).

Os resultados para avaliacdo do indice de intumescéncia estdo apresentados na (Tabela
4),

Tabela 4 — Avaliagdo do indice de intumescéncia dos diferentes tamanhos de particulas da
DVEv

P25(mL) EVO1l(mL) EVO02(mL) EVO3(mL) EV04(mL) EVO05(mL) EV06(mL)

1 3 5 4 3 1 2

2 4 6 4 3 1 1

3 2 4 5 4 2 2
Média 3 5 43 33 13 16
Desvio 1+ 1+ 0,57+ 0,57+ 0,57+ 0,57+
Padrao

Fonte: Elaborada pelo autor.

Os indices de intumescéncia encontrados em agua foram de 4,3+0,57mL e 1,3+0,57mL para o
maior e menor tamanho de particula por grama de amostra, respectivamente. Este resultado
indica que no material analisado ha pouca presenca de mucilagens. Em estudo com as folhas de
Morus alba realizado por Pereira et al. (2011), foi demonstrado valores considerados elevados
para o indice de intumescéncia de 7,1+0,8544 mL, aproximando-se com os valores encontrados
no nosso estudo.

De acordo com Mota e colaboradores (2014), as mucilagens possuem atividades com
propriedades emolientes, que permitem a producdo de xaropes com agdo expectorante e

também demulcente, sdo considerados polissacarideos acidicos.

5.3 Prospeccéao fitoquimica

Os compostos fitoquimicos, bem como suas quantidades presentes nas plantas podem

ser elucidados por diferentes fatores, entre eles a parte da planta trabalhada, época de coleta,
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sazonalidade etc. Estes sdo modelos que podem levar a alteracdes na composicdo dos
metabdlitos secundarios presentes na droga vegetal (AYOUNI et al., 2016).

O metodo semiquantitativo foi garantido por meio da construcdo da curva analitica e
leitura no espectrofotdmetro. A tabela 5 apresenta a quantificacdo de polifendis, flavonoides e

taninos, respectivamente.

Tabela 5 — Quantificacdo de metabolitos secundarios da espécie E. velutina

SECL'YINEJAMO [1(ug/mL) MEDIA DP. META(\CI?/O())LITO MET&%%I)_ITO
Polifendis 500 0,1997 0,007 1,24 12,42x10®
Flavonoides 1000 0,2844 0,004 0,88 8,86x10°®
Taninos 1000 0,0157 0,005 0,51 5,12x10°

Fonte: Elaborada pelo autor.

A E. velutina é uma planta nativa da Caatinga (BESSA et al., 2017). Os estudos
quimicos da casca de tronco E. velutina permitiram o isolamento de alcaloides, terpenos e varios
flavonoides bioativos (LOPES et al., 2011). No estudo de Ramos et al. (2020), foi evidenciada
a presenca de taninos condensados, flavonoides, derivados cinamicos, agucares redutores e
alcaloides, no extrato hidroalcdolico da casca da Erythrina velutina.

Os compostos de fendis, incluindo flavonoides e &cidos fenolicos, tém atraido mais
atencdo dos pesquisadores porque sua ampla gama de efeitos farmacol6gicos age como
poderosos antioxidantes e anti-inflamatoério (LEAL et al. 2005). Os polifendis sdo reconhecidos
como compostos dietéticos derivados de plantas extremamente importantes, devido a producao
de diversos efeitos considerados benéficos para os humanos tal como atividades antioxidantes,
antibacterianas, antivirais, antialérgicas, anticolite, antinflamatorias, antiartriticas e anticancer
(SODAGARI et al, 2016).

Os flavonoides sdo um grupo de substancias naturais que possuem estruturas fendlicas
variaveis e sdo encontrados em frutas, vegetais, graos, cascas, raizes, caules, flores, cha e vinho.
Esses compostos naturais sdo bem conhecidos por seus efeitos benéficos a salide e empenham
estdo sendo realizados para isolar esse metabdlito secundario. Os flavonoides sdo agora
considerados como um componente indispensavel em uma variedade de aplicacGes
nutracéuticas, farmacéuticas, medicinais e cosméticas. Isso é atribuido as suas propriedades
antioxidantes, anti-inflamatorias, antimutagénicas e anticancerigenas, entre outras (PANCHE
et al., 2016). Um estudo realizado por Monte et al., (2014) avaliou a administracdo de

flavonoides isolados de Erythrina velutina e os dados indicam um efeito antioxidante da planta.
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Espécies vegetais ricas em compostos tanicos sao utilizadas no tratamento de patologias,
como, diarreia, processos reumaticos, hemorragias, queimaduras e como antidoto em
envenenamentos (CUNHA; ROQUE, 2010; SILVA; PEIXOTO, 2013).

Os resultados fitoquimicos encontrados para DVEv corroboram com o0s estudos
encontrados na literatura. De acordo com um estudo de Ramos e colaboradores (2020),
realizado com extratos hidroalcoolicos folha e a casca de E. velutina, também se observou a

presenca de taninos, flavonoide, saponinas e terpenos, dentre outros metabdlitos bioativos.

5.4 Analise Térmica

A caracterizacdo térmica da droga vegetal € muito relevante na avaliacdo da qualidade
da matéria-prima. A termogravimetria (TG) e anélise térmica diferencial (DTA) sdo as técnicas
termoanaliticas mais comumente utilizadas para caracterizar os extratos secos e drogas vegetais
na producdo de matéria-prima para analise do perfil de decomposicdo térmica e parametros
cinéticos, como segue: ordem de reacdo (n), energia de ativacdo (Ea), fator de frequéncia (A) e
degradacéo constante (CUINICA et al., 2018).

A Anélise Térmica € baseada na interpretacdo dos picos endotérmicos e exotérmicos,
que aparecem ao longo das curvas. Esses eventos nos permitem obter informacGes qualitativas
e quantitativas, através do formato e posicdo de tais picos, por exemplo (FERNANDES et
al.,2018).

No estudo de drogas vegetais as analises térmicas vém ganhando espaco o que
possibilita caracterizar o comportamento desse material. A droga vegetal pulverizada obtida a
partir da casca de E. velutina apresentou decomposicdo térmica em cinco estagios de perda de
massa como mostra a figura 7, onde foi analisada sob atmosfera de nitrogénio e razdo de

aquecimento de 10 °C/ min™.
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Figura 12 - Curvas TG para as seis particulas com granulometrias diferentes
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Fonte: Elaborada pelo autor

De acordo com a padronizacdo das fragcdes granulométrica da droga vegetal, observou-
se diferentes pardmetros cinéticos de degradacdo térmica. A primeira etapa ocorreu na faixa de
temperatura 47,84-84,51°C/ 55,56-78,84 °C / 60,75-78,46 °C/ 59,36-79,46°C / 58,4 — 71,11 °C
/ 66,23-82,97°C, representando uma perda 8,69%, 5,98%, 4,83%, 7,15%,4,81%, 4,17% para
EVO01, EV02, EV03, EV04, EV05 e EV06 respectivamente. Esta etapa possivelmente esta
relacionada ao desprendimento de compostos volateis como Oleos essenciais, compostos
fenolicos, bem como perda dgua e de umidade (CORREIA et al., 2013).

A segunda etapa de decomposicao ocorreu na temperatura e com perda de massa de
208,33-232,72°C (4,29%) para EVO01, 176,57-167,18°C (0,90%) para EV02, 210,51-
198,17°C(1,10%) para EV03, 180,50-307,18°C(1,64%) para EV04, 258,25-280,97°C (10,89%)
para EVO05 e 266,99-332,0°C (35,08%) para EV06 (tabela 7). Nessa etapa, é possivel observar
gue ha uma maior perda de massa em relacdo a maior particula que seria a EVO06. Esta variacdo
pode estar relacionada com o tamanho de particula (CORREIA et al. 2011).

No terceiro evento ocorreu a etapa de degradacao, que ocorreu na faixa de 336,11 e 351
°C, com uma perda de massa de 43,90% para EV01, 41,67% para EV02, 42,74% para EV03,
43,90% para EV04, 30,87% para EV05 e 29,10% para EVO06, representando o estagio em que
houve maior degradacédo, onde provavelmente ocorre a deterioracdo de componentes da matriz
tecidual da planta com liberacdo de constituintes, podendo também estar relacionada com
mudanca de fase fisica. Este passo de degradacdo ocorreu perto do intervalo de temperatura do

terceiro evento térmico das curvas de DTA (Figura 8).
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O quarto evento teve inicio em 411,10 °C, chegando a uma perda de massa de 12,41%.
No quinto e Gltimo evento térmico que inicia em 513,47 € possivel observar que logo apds as
etapas de decomposicdo restam ainda 10,24% de massa, correspondentes as cinzas das
amostras. Nestas etapas, 0s constituintes da amostra que foram carbonizados constituem a
matéria inorganica e os residuos que nao se degradam nessa atmosfera. Os resultados expressos
pela andlise da TG possibilitam, por exemplo, determinar o teor de umidade e com esses resultados,
estabelecer formas de controle dos parametros de secagem, evitando o crescimento de
microrganismos, reacGes quimicas e até mesmo degradacdo das amostras (MEDEIROS;
MEDEIROS; MACEDO, 2002).

Na tabela 7 estdo dispostos os valores associados aos passos de decomposicdo
termogravimétrica das seis amostras de E. velutina resultante de fenémenos fisico-quimicos,

ocorridos ap0s 0 aquecimento.

Tabela 6 — Dados das temperaturas de decomposicao dos diferentes tamanhos de particula da
E. velutina

Amostras Tonset/°C Tendset/°C Perda de
massa/%o
47 84 84,51 8,69
208,33 232,72 4,29
EV01 336,11 338,00 42,38
411,10 407,00 15,00
513,47 515,50 15,74
55,56 78,84 5,08
176,57 167,18 0,90
EV02 339,73 341,14 41,67
438,82 483,87 9,51
519,57 521,77 1,18
60,75 78,46 4,83
210,51 198,17 1,10
EV03 336,20 340,01 42,74
435,02 453,70 9,56
527,11 531,88 24,78
59,36 79,46 7,15
180,50 307,18 1,64
EV04 338,99 349,66 43,90
443,76 425,72 10,81
549,22 556,19 29,19
58,04 71,11 4,81
258,25 280,97 10,89
EV05 342,15 350,00 30,87
440,13 428,65 10,79
547,67 577,45 33,86
66,23 82,96 4,17
EV06 266,99 332,00 35,08
345,00 351,00 29,10
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458,30 497,88 12,41
513,47 603,66 10,24
Fonte: Elaborada pelo autor.

Ja as curvas de DTA dos pos nas diferentes granulometrias como disposto na (Figura
8), evidenciam as transi¢cdes de fases em fungdo da temperatura, decorrente dos eventos

térmicos caracteristicos da decomposicao da droga vegetal.

Figura 13 - Curvas DTA para as seis particulas com granulometrias diferentes.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Os primeiros arranjos endotérmicos evidenciados nas curvas das seis amostras para
DTA apresentaram temperaturas de pico entre 95,8 e 120,33 °C. O segundo evento endotérmico
foi evidenciado em 183,99 e 227,65°C. Derivado de plantas como droga vegetal, apresentam
configuracdo amorfa com matrizes higroscopicas, portanto, 0s eventos endotérmicos podem ser
atribuidos a evaporacdo da agua. Além disso, sdo constituidos por metabolitos secundarios
como alcaloides, flavonoides e taninos, presente na espécie em estudo (CORREIA et al 2013).

Picos exotérmicos foram observados em todas as amostras numa faixa que compreende
330,74 e 362,24°C intervalo de temperatura relacionado a degradagéo térmica, com valores de
entalpia variando de 1,11 a 918 J.g* .Os materiais vegetais sd0 compostos de matrizes
complexas, 0 que prejudica a qualidade dos picos em DTA observados nas suas imprecisoes
que pode ser atribuida pelo comportamento de alguns fatores, como: imperfei¢des das particulas
que constituem a droga vegetal, perda de produtos gasosos no aquecimento da amostra e

presenca de impurezas. Variagoes de Tonset, Tendset € entalpia dos trés eventos termicos
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observados nas curvas de DTA, sdo sugestivas de diferencas no comportamento térmico das
particulas (Tabela 8). Foi possivel observar no pico 2 uma maior perda de energia de acordo
com o menor tamanho de particula. Dessa forma, com uma maior area de superficie de contato,
espera-se g uma maior quantidade de energia envolvida no processo de degradacgéo.

Em estudo realizado por Correia et al., (2011) para caracterizacdo do p6 das folhas de
E. velutina utilizando termogravimetria (TG) e analise térmica diferencial (DTA), foi possivel
observar que as amostras da espécie apresentaram diferencas fisicas e quimicas de acordo com

o0 tamanho das particulas do pé o que também pode ser observado no presente estudo.



Tabela 7 - Dados da analise térmica diferencial (DTA) dos diferentes tamanhos de particulas

54

Amostras Pico 1 Pico 2 Pico 3

TpiCO/OC AH/J/gl Tinicial e finaI/OC Tpico/OC AH/J/gl Tinicial e finaI/OC Tpico/OC AH/J/g_l Tinicial e finaI/OC
EV 01 120.33 -330,73 106,37-135,84 227,65 -179,07 221,29-237,95 * * *
EV 02 95,9 -268,27 81,49-120,88 189,28 -144,38 181,46-199,50 362,24  -137,22  355,90-364,35
EV 03 102,21 -283,55 77,71-111,63 195,6 -85,63 188,60-205,45 359,57 -508,6 352,95-365,99
EV 04 87,08 -199,98 73,24-102,33 185,18 -79,09 179,44-190,34 330,74 1,98 321,58-351,33
EV 05 93,42 -218,11 86,19- 110,96 185,32 -36,57 179,77-191,74 338,83 1,11 317,19-352,08
EV 06 85,8 -138,44 74,16-98,76 183,99 -37,15 181,22-191,56 340,92 918,87 322,28-359,79

Fonte: Elaborada pelo autor.
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5.5 Citotoxicidade em Eritrocitos

O teste classico de hemolise é baseado na medicdo de hemoglobina livre como um meio
de quantificar indiretamente a taxa de lise celular sem a determinacdo do ndmero de
células. Entretanto, é conhecido que a hemoglobina é oxidada na presenca de oxigénio e a
oxidagdo da hemoglobina resulta em desnaturacdo e precipitacdo (KIHM et al., 2002;
WOOLLARD et al., 2009; XIANG et al., 2013). A avaliacdo do percentual hemolitico é
comumente utilizada para a avaliagdo do potencial citotoxico dos produtos naturais ou
sintéticos, que pode ser mensurado se houver lesdo na membrana plasmatica das células, seja
pela formacédo de poros ou por ruptura total (KALAIVANI et al., 2011).

Na concentracdo 2,5 mg/mL a DVEv demonstrou maior porcentagem (26,85%) e na
menor concentracdo 1,25 mg/mL apresentou menor porcentagem (2,93%), para a tipagem
sanguinea B e O, respectivamente. Estes dados sdo demonstrados na tabela 6.

Segundo o estudo de Nofiani et al. (2011), a atividade hemolitica é considerada alta
quando os percentuais hemoliticos atingem valores superiores a 40% e baixa quando estes
valores sdo inferiores a 10%, assim a DVEv apresentou atividade moderada e baixa,

respectivamente.

Tabela 8 - Potencial hemolisante da DVEvV preparado com a particula EV01 em diferentes
tipos sanguineos (A, B e O).

CONCENTRACAO % de hemdlise % de hemolise % de hemolise

(mg/mL) tipo A tipo B tipo O
1,25 7,95 7,45 2,93
2,5 22,17 26,85 10,28
5,0 18,10 19,36 20,89

Fonte: Elaborada pelo autor.

Ramos et al (2020) realizou um estudo comparativo de citoxicidade dos extratos
hidralcéolicos da folha e da casca de E. velutina, sendo a propriedade citotoxica ensaiada
através do perfil hemolitico (com a concentracdo de 1000 pg/mL) com sangue de carneiro e a
letalidade frente & Artemia salina L. No estudo, a citotoxidade e atividade hemolitica se mostrou
moderada para a casca (29,31%) e alta (74,43 %) para a folha no estudo de hemdlise e tdxicas,
frente a Artemia salina L.. Dessa forma, os autores ressaltam a importancia de mais estudos in
vivo, visando caracterizar o potencial toxico. Esses dados subsidiaram a pesquisa tratada

trazendo melhor compreenséo dos resultados encontrados.


https://www-sciencedirect.ez121.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0308814615008705?via%3Dihub#b0075
https://www-sciencedirect.ez121.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0308814615008705?via%3Dihub#b0075
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A citotoxicidade de plantas medicinais deve ser apontada como um problema de satde
publica, visto que efeitos adversos, intoxicacdo e intera¢cbes com outras drogas comumente
acontecem (VEIGA JUNIOR et al., 2005). Segundo Volpato (2005), varios compostos isolados
de plantas consideradas medicinais possuem atividade citotoxica, como por exemplo as
saponinas e 0s terpenos, que sdo reconhecidas na literatura pelas suas atividades tensoativas por
apresentarem capacidade de interagir com o0s elementos da membrana, nesse caso dos
eritrocitos, causando deformacgfes na membrana, e consequentemente, extravasamento do
conteudo intracelular (SIMOES et al., 2016), ambos presentes no DVEVv fato este que pode
justificar o percentual hemolitico superior encontrado na espécie em estudo.

Na literatura, é sabido que os compostos fendlicos apresentam atividades adstringentes
e nocivas a membrana contra células bacterianas e de mamiferos. A acdo adstringente pode
ocasionar hemolise (SINGH; KAUR, 2008). Muitos compostos fenolicos apresentam atividade
antioxidante estabelecida, além disso podem apresentar atividade antibacteriana significativa.
Como muitos extratos vegetais sdo ricos em compostos fendlicos, o que é de interesse particular
para o desenvolvimento de alternativas naturais aos conservantes sintéticos em alimentos
(BOUARAB-CHIBANE et al., 2019) e aplicacdes cosméticas (GLAVAC; LUNDER, 2018).

A hemolise é caracteristica das saponinas, causando a lise por meio de interacdo
irreversivelmente com o colesterol da membrana (PODOLAK et al., 2010; CHO et al, 2011).

5.6 Prospreccao da atividade bioldgica do cha E. velutina

5.6.1 Toxicidade aguda

Além da toxicidade, vale salientar as possiveis rea¢0es adversas, devido a interagdo com
medicamentos e até mesmo alimentos (BALBINO et al.,, 2010). Sendo assim, ensaios
envolvendo citotoxicidade e toxicidade aguda sdo etapas basicas importantes para garantir a
seguranca na utilizacdo dessas plantas (ANTUNES, 2017).

Na toxicidade aguda, a dose de 2000 mg kg ndo provocou morte e a triagem
farmacologica apenas evidenciou diminuicdo responsiva ao estimulo doloroso na cauda do
animal. Passada 24 horas ndo foi detectado nenhuma alteracao.

O monitoramento do ganho de peso e consumo de alimentos e agua em estudos com
animais é de suma importancia, visto que alteracBes nesses fatores podem ser um medidor do
estado de saude geral do animal. Modifica¢Ges dos valores nesses parametros sdo indicadores
de efeitos adversos de um produto teste (RAZA et al. 2002).
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O consumo de ragcdo dos camundongos tratados com o chd ndo sofreu alteragdes
significativas quando comparado com o grupo controle. Com relacdo ao consumo de &gua e
evolucdo ponderal, o grupo que recebeu o cha apresentou um consumo de agua
significativamente maior quando comparado ao grupo controle. No entanto, esse dado por si s6
néo indica toxicidade.

E possivel, por meio do teste de toxicidade aguda, avaliar alteragdes macroscopica nos
orgdos, como alteracbes morfologicas e de coloracdo. Dessa forma € possivel coletar
informacdes preliminares sobre 0 modo de acéo toxica e possiveis alvos da substancia teste. Os
6rgdos avaliados nesse teste foram o coracao, figado, rins, baco e estdbmago. Nenhum 6rgéo
apresentou alteraces macroscépicas morfoldgicas ou de coloragdo (Tabela 9). Nenhum animal
veio a 6bito e nenhum sinal de toxicidade foi detectado nas observacdes comportamentais ou

nas necropsias, indicando uma razoavel atoxicidade ao cha.

Tabela 9 — Resultados de toxicidade aguda de E. velutina

FEMEAS MACHOS

Controle Tratamento Controle Tratamento

Coragcéo (g) 0,429 +0,02 0,415 £ 0,02 0,431 £ 0,07 0,439 + 0,04

Figado (g) 4,336 £1,28 4,266 £ 1,68 5,764 £ 0,48 5,447 £0,62™

Rins (g) 0,789 £0,05 0,787 £0,08" 0,775+ 0,16 0,788 £0,09™

Baco (9) 0,458 + 0,05 0,474 £0,08™ 0,407 £ 0,05 0,418 £0,07™

Estdmago () 1,120 + 0,13 1,075 +0,05" 0,867 £ 0,05 0,903 £0,07"™

Consumo 39,29 + 4,68 32,86 + 3,03*** 28,43 +£5,12 28,93 + 547
agua (mL)

Consumo racéo (g) 22,71 +4,59 20,86 + 2,68 25,29 £1,97 27,79 £6,71"™

Ganho de peso (g) 0,600 £ ,548 0,200 £ 0,83 1,000 £ 0,70 0,400 +1,14"

Fonte: Elaborada pelo autor

Um estudo de toxicidade realizado com o extrato aquoso das folhas de E. velutina indica
que, quando administrado agudamente, é atdxico por via oral em ratos. Nao foi realizado
exames histopatoldgicos, uma vez que ndo foram observadas alteracdes nas necropsias
(CRAVEIRO et al, 2008).

Alguns estudos foram realizados envolvendo ensaios de toxicidade da E. velutina,
demonstrando ndo haver efeitos hemoliticos nem téxicos 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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5.6.2 Atividade ansiolitica

Na Figura 14 é possivel observar que no labirinto em cruz elevado, o cha de DVEv
causou um aumento no numero de entradas de bracos abertos e na porcentagem de tempo gasto
nesses bracos, de maneira superior em todas as concentracGes de tratamentos avaliados (5%,
10% e 20%), produzindo efeitos ansioliticos consideraveis. O grupo que recebeu o cha a 5%,
entre as trés concentracdes testadas, apresentou uma maior porcentagem de permanéncia nos

bracos abertos (Figura 15).

Figura 14 — Efeito da administracéo oral do cha de DVEV (s, 10, 209%) em camundongos Swiss pelo
numero de entradas nos bragos abertos.
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Os resultados estdo expressos como media + d.p. Analise de variancia de uma via (ANOVA) seguido do poés teste

de Tukey comparado ao controle negativo (solucdo salina 0,9 %), **p<0,01, ***p<0,001.
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Figura 15 — Efeito da administracdo oral do cha de DVEV (s, 10, 20%) €m camundongos Swiss na
porcentagem de permanéncia nos bracos abertos.
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Os resultados estéo expressos como média + d.p. Andlise de variancia de uma via (ANOVA), seguido do pés teste

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

Um estudo anterior de Onusic et al. (2002) também encontrou resultados semelhantes
com E. mulungu. (nativa do sul do Brasil). O extrato hidroalcéolico das inflorescéncias desta
planta foi capaz de reduzir as respostas relacionadas a ansiedade no teste em cruz elevado e no
modelo de transicao claro /escuro. Um outro estudo avaliou os efeitos ansioliticos do extrato
alcodlico das folhas de E. velutina. Os resultados do teste em cruz elevada mostraram que, na
dose de 20 mg/kg, o extrato aumentou a porcentagem de entradas nos bragos abertos e também
tendeu a aumentar a porcentagem de tempo gastos nesses. Esses dados sugerem uma acao
ansiolitica aguda do extrato alcoolico de E. velutina (TEIXEIRA-SILVA et al., 2008).

Vasconcelos et al., (2004) estudaram os efeitos comportamentais centrais dos extratos
hidroalcoolicos da casca do caule de Erythrina velutina e Erythrina mulungu no teste campo
aberto em camundongos. Doses Unicas dos extratos foram administradas por via oral (200, 400
ou 800 mg kg™ ou intraperitoneal (200 ou 400 mg kg*) em camundongos fémeas. Diminui¢des
no numero de entradas nos bracos aberto e fechado do labirinto em cruz elevado foram
observadas ap6s a administracdo da maior dose (800 mg kg (-1), de ambos os extratos
hidroalcoolicos, e este efeito pode ser devido a diminuigdo da atividade locomotora de ambos
os extratos hidroalcoolicos.

Foram avaliados os efeitos do tratamento oral agudo e crénico do extrato hidroalcoolico
de E. velutina (agudo = 100, 200, 400 mg / kg; crénico = 50, 100, 200 mg / kg) em camundongos
submetidos ao modelo de labirinto em T elevado (para medidas de evitacdo e fuga) de

ansiedade. Ambos os regimes de tratamento com o extrato hidroalcéolico de E. velutina
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prejudicou as laténcias de evaséo do labirinto em T elevado, sem alterar o escape, de uma forma
semelhante ao diazepam. Dessa forma, o0s autores concluiram que o tratamento oral agudo e
crénico com E. velutina exerce efeitos do tipo ansiolitico em um subconjunto especifico de
comportamentos defensivos que foram associados ao transtorno de ansiedade generalizada
(RIBEIRO et al., 2006).

Um outro estudo avaliou o efeito da administracdo aguda e cronica (23-26 dias) do
extrato hidroalcoolico da casca do caule de Erythrina velutina (por via oral) em camundongos
submetidos a alguns testes, incluindo o labirinto em cruz elevado. Foi observado que a
administragdo cronica, mas ndo aguda, do extrato hidroalcéolico de E. velutina (100 mg / kg)
aumentou a porcentagem de entradas de braco aberto, um efeito também observado em
tratamentos agudos e croénicos com clordiazepéxido (7,5 mg / kg). Dessa forma, os autores
sugerem gue a administracdo cronica do extrato hidroalcoolico da casca do caule de E. velutina
exerce um efeito ansiolitico em camundongos e pode servir como uma abordagem para o
tratamento de ansiedade, embora em doses baixas possa ter um efeito amnésico (RAUPP et al.,
2008).

Usando o modelo TLCE neste trabalho, demonstramos efeitos ansioliticos agudos do
cha das cascas de E. velutina nas concentrac6es de 5%, 10% e 20% (g/v). 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).

Alguns autores propuseram que a sensibilidade, confiabilidade e validade etologica de
um teste melhorariam se a aten¢do do pesquisador fosse voltada para o que os animais fazem
de fato no labirinto e ndo apenas para os itens primarios (RODGERS et al., 1992).

No TLCE para camundongos, mergulho de cabeca e espreitas parecem preencher os
requisitos de uma avaliacdo de risco (risk assessment), um comportamento que pode ser
relacionado a hipervigilancia, caracteristico de individuos ansiosos (BLANCHARD et al.,
2001). A avaliacdo de risco representa uma antecipacdo 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,
0 que acaba por trazer prejuizos para 0s mesmos. Desta forma, 0s animais mais ansiosos se
aproximardo vagarosamente da saida da plataforma central, exibindo alta frequéncia de
espreitas e de mergulho de cabe¢ca (RODGERS, 1992).
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Nestas figuras (Figura 16, 17, e 18), sdo analisados os fatores etoldgicos, que sdo
comportamentos que representam a avaliacdo de risco em que o camundongo antecipa um
perigo potencial. Sdo eles:

» 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, @ mesma posicao;

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

> Head dippings (mergulhos de cabec¢a) - comportamento exploratério, no qual o animal
examina a lateral do labirinto (braco aberto) em dire¢do ao chéo, sugerindo movimento
vertical (SETEM, 1999).

» Rearing (levantar) - comportamento exploratério no qual os animais apoiam-se nos
membros posteriores, com o tronco perpendicular ao piso, adquirindo posicédo vertical,
mantendo as patas anteriores movimentando-se no ar ou encostadas contra a parede do
braco (ESPEJO, 1997);

Assim, os numeros 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 ac¢ao ansiolitica. O mergulho de cabega foi
executado com maior regularidade pelo controle negativo, tendo os outros grupos, inclusive 0s
tratados com o chd e a droga padrdo, realizado também esse comportamento de forma
semelhante.

Os outros dois parametros medidos pela analise etologica foram rearing e grooming. O
comportamento de grooming foi avaliado pela periodicidade em que o animal realiza esse
comportamento de autolimpeza. Alguns estudos relatam ndo haver correlacdo entre o
comportamento de grooming e a ansiedade. Existem indicios de que os benzodiazepinicos
(como o Diazepam) provoquem reducgdo deste comportamento, por reduzirem a resposta aos
estimulos ansiogénicos (SPRUIJT et al., 1992). O controle negativo quando comparado ao

controle positivo, apresentou um aumento no nimero de grooming de maneira superior.
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Figura 16 — Efeito da administracdo oral do cha de DVEV ¢, 10, 20%) €m camundongos Swiss no
numero de espreitas
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Os resultados estdo expressos como média + d.p. Analise de variancia de uma via (ANOVA), seguido do p6s

teste de Tukey comparado ao controle negativo (solucédo salina 0,9 %), ***p<0,001.

Figura 17 — Efeito da administracdo oral do ch de DVEV , 10, 20%) €m camundongos Swiss no
numero de mergulho de cabeca
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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.
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Figura 18 — Efeito da administracdo oral do cha de DVEV ¢, 10, 20%) €m camundongos Swiss no
numero de autolimpeza.
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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 (solucgdo salina 0,9 %), *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.

5.6.2.2 Teste de Campo aberto

O tratamento com o ch& de E. velutina ndo demonstrou atividade ansiolitica neste
parametro, pois foi observado que ocorreu um aumento de ambulagdo nos grupos tratados com
solucdo salina e com o cha (Figura 19). Houve aumento na atividade de locomocéo nos grupos
tratados com o cha em todas concentragdes, pois 0 nimero de quadrados cruzados no perimetro
aumentou entre os grupos tratados com o cha e diferiu significativamente do grupo de controle
positivo. A frequéncia de rearing também aumentou significativamente ap6s a administracéo
do cha de E. velutina em comparacdo com o grupo tratado com o Diazepam (Figura 20). Foi
possivel observar o aumento de grooming dos grupos tratados de forma semelhante ao controle
positivo, tendo o controle negativo apresentado um comportamento de autolimpeza superior a

todos os outros grupos (Figura 21).
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Figura 19 — Efeito da administracdo oral do cha de DVEV ¢, 10, 20%) €m camundongos Swiss no
numero de quadrado percorrido
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Os resultados estdo expressos como média + d.p. Analise de variancia de uma via (ANOVA), seguido do teste de

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

O teste da movimentacao espontanea também permite investigar a acdo excitatdria ou a
depressora de uma droga sobre o sistema nervoso central, uma vez que as excitatérias
aumentam a ambulacdo no animal durante o teste e as depressoras a diminuem (PIMENTA,
2014).

Figura 20 — Efeito da administracdo oral do ch& de DVEV ¢, 10, 20%) €m camundongos Swiss no
numero de Rearings
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Os resultados estdo expressos como média + d.p. Analise de variancia de uma via (ANOVA) seguido do teste de

“t” de Student, seguido do teste de Tukey comparado ao controle negativo (solugdo salina 0,9 %), ***p<0,001.
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Figura 21 — Efeito da administracdo oral do cha de DVEV ¢, 10, 20%) €m camundongos Swiss no
numero de Grooming
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Os resultados estéo expressos como média + d.p. Analise de variancia de uma via (ANOVA) seguido do pds teste

de Tukey comparado ao controle negativo (solugdo salina 0,9 %), *p<0,05, **p<0,01.

Um estudo realizado por Dantas et al (2004) com o extrato hidroalcoolico das folhas de
E. velutina mostrou que em campo aberto, o extrato nas doses de 10 e 50 mg / kg néo alterou o
numero de cruzamentos, levantamento ou autolimpeza. Por outro lado, na dose de 200 mg / kg
reduziu o namero de cruzamentos e autolimpeza. Quando expostos durante trés dias
consecutivos ao campo aberto, os animais controlem apresentaram habituacdo para
cruzamentos e levantamento. O mesmo ndo ocorreu para 0s animais tratados com 10 mg / kg
do extrato. Dessa forma, os autores concluiram que em pequenas doses 0 extrato interfere no
processo mnemonico para diferentes tarefas, enquanto em doses mais altas, as agcdes sedativas
e bloqueadoras neuromusculares sdo os principais efeitos. Com isso, o0 extrato hidroalcoolico
das folhas de E. velutina causa efeitos periféricos e centrais que sdao dependentes da dose
administrada.

Vasconcelos et al., (2004) estudaram os efeitos comportamentais centrais dos extratos
hidroalcoolicos da casca do caule de Erythrina velutina e Erythrina mulungu no teste campo
aberto em camundongos. Doses Unicas dos extratos foram administradas por via oral (200, 400
ou 800 mg kg ou intraperitoneal 200 ou 400 mg kg™ em camundongos fémeas. Uma reduc&o
da atividade locomotora foi observada no teste de campo aberto com ambos 0s extratos
hidroalcoolicos ap6s o tratamento intraperitoneal com todas as doses, mas apenas com a maior
dose apos a administracdo oral. Além disso, a administracdo oral e intraperitoneal dos extratos
diminuiu a incidéncia de levantamento e autolimpeza. Dessa forma, no teste de campo aberto,

o cha aumentou significativamente o nimero de quadrados cruzados e o numero de rearing,
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todos eles sdo demonstracdes caracteristicas de comportamento exploratério, inerente aos
efeitos de drogas que apresentam acao excitatdria sobre o sistema nervoso central, uma vez que

as excitatorias aumentam a ambulacdo no animal durante o teste (PIMENTA, 2014).

5.6.2.3 Teste de Rota rod

Com a finalidade de excluir a possibilidade de que um eventual efeito nos modelos
descritos anteriormente seja devido a uma alteragéo na atividade locomotora, os camundongos
foram submetidos a outro procedimento denominado Rota-Rod. Verificou-se alteragdes
motoras e/ou sedativas avaliadas no ensaio rota rod (Figura 23). Com base nesses resultados,
pode-se presumir que os chas, em todas as concentragdes, apresentaram atividade depressora
no sistema nervoso central, nas condigdes testadas e alteram a adaptabilidade a atividade
motora, indicando que os tratamentos testados apresentam propriedades miorrelaxantes. O
diazepam também apresentou um maior nimero de quedas, de forma semelhante aos grupos

tratados.

Figura 22 — Efeito da administracdo oral do ch& de DVEv (5, 10, 20%) em camundongos Swiss
no namero de quedas.
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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 (solucdo salina 0,9 %), **p<0,01.

Vasconcelos et al., (2004) estudaram os efeitos comportamentais centrais dos extratos
hidroalcoolicos da casca do caule de Erythrina velutina e Erythrina mulungu no teste de rota
rod. Nao foi observada alteracdo no teste do rota rod apds o tratamento com os extratos de E.
velutina e E. mulungu nas doses (200, 400 ou 800 mg kg™) e vias utilizadas (intraperitoneal e

oral), demonstrando que os tratamentos ndo afetaram a coordenagdo motora no teste do rota



67

rod.. No entanto, os tratamentos alteraram a adaptabilidade a atividade motora, indicando que

0 cha testado apresenta propriedades miorrelaxantes.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

e Os estudos permitiram a caracterizagdo parcial da droga vegetal, bem como controle de
qualidade. Uma vez que os testes de densidade aparente, determinacdo do pH,
determinacdo do indice de espuma, indice de intumescéncia possibilitaram informagdes
sobre a espécie pela primeira vez, contribuindo para padronizacao e reprodutibilidade.

e Os estudos permitiram a caracterizacdo parcial da droga vegetal como um p6 grosso,
de carater acido e com pouca mucilagem, contendo polifendis, flavonoides e taninos;

e Com os ensaios térmicos, na analise de TG foi possivel observar a decomposicéo
térmica em cinco estdgios de perda de massa, atribuidos possivelmente ao
desprendimento de compostos volateis como 06leos essenciais, compostos fenolicos,
bem como perda agua e de umidade. Nas curvas de DTA dos pds nas diferentes
granulometrias evidenciaram as transicbes de fases em funcdo da temperatura,
decorrente dos eventos térmicos caracteristicos da decomposicdo da droga vegetal.

e Na andlise fitoquimica foi possivel quantificar as concentracGes de polifenois,
flavonoides e taninos presentes na DVEv de acordo com o marcador para cada
metabolito.

e Em eritrocitos a DVEv mostrou-se atividade moderada para a tipagem sanguinea B e
baixa atividade para a tipagem O;

e No TLCE, o cha da DVEv mostrou efeito ansiolitico;

e Quando avaliada a toxicidade aguda oral, ndo foi observado nenhum sinal de
intoxicagdo nem comportamental nem nas necropsias, indicando possivelmente uma
razoavel atoxicidade ao cha das cascas de E. velutina, no entanto, ndo descarta a
possibilidade que novos testes possam ser realizados.

e No TLCE o cha de DVEv resultou em um aumento no numero de entradas de bracos
abertos e na porcentagem de tempo gasto nesses bracos, de forma superior em todas as
concentracOes de tratamentos avaliados, produzindo efeitos ansioliticos consideraveis.

e Em relacdo aos fatores etoldgicos, os grupos que receberam o tratamento demonstraram
reducdo nesses dados quando comparados ao controle negativo.

e No teste de campo aberto o tratamento com o cha de E. velutina ndo demonstrou
atividade ansiolitica, pois foi observado que ocorreu um aumento no ndmero de
ambulacdo, grooming e rearing nos grupos tratados com o cha em todas as

concentracdes e no controle negativo.



69

Para avaliagdo do teste de rota rod pode-se presumir que o cha, em todas as
concentracOes, apresentou atividade depressora no SNC, nas condicgdes testadas e
alteram a adaptabilidade a atividade motora, indicando que os tratamentos testados
apresentam propriedades miorrelaxantes.

O cha da DVEv mostrou-se seguro, atéxico e com promissora atividade ansiolitica,
corroborando com o seu uso popular e sendo uma alternativa acessivel e eficaz para o
tratamento da patologia em questao.

De forma geral, o objetivo principal do trabalho fora alcangado, o que ndo descarta a

continuidade dos estudos.
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ANEXO A- Protocolo utilizado na triagem farmacol6gica comportamental

Atividade
farmacoldgica

1-SNC

a. Estimulante
Hiperatividade
Agressividade
Tremores
Convulsdes
Piloerecdo
Movimento intenso
das vibrissas
Outras

b. Depressoras
Hipnose

Ptose

Sedacdo

Ataxia

Reflexo do
endireitamento
Catatonia
Analgesia
Resposta ao toque
diminuido

Perda do reflexo
corneal

Perda do reflexo
auricular

c. Outros
comportamentos
Ambulagéao
Bocejo excessivo
Limpeza

Escalar

Vocalizar

Sacudir a cabeca
Contorcdes
abdominais
Abducéo das patas
do trem posterior
Pedalar
Estereotipia

2 - SN AUTONOMO
Diarreia
Constipagdo
Defecacdo
aumentada
Respiracéo forgada
Lacrimejamento
Miccao

Salivacdo
Cianose

Tono muscular
Forca para agarrar
3-MORTE
Observacdes
complementares

Quantificacao dos efeitos

(0) sem efeito, (-) efeito diminuido, (+) efeito presente, (++) efeito intenso

Até 30 min

Fonte: Almeida et al. (1999).

1h

2h

3h

4h
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ANEXO B - Certificado de aprovacéo pela Comissao de Etica no Uso Animal (CEUA)
da Universidade Estadual da Paraiba

ro-Natrn @ Pos-Gratachs « Peaganas

Universidade Estadual da Paraiba
¢

L)  comissio DE ETICANO USO DE ANIMASS - CEUA

SRt |~ Campns Boande - M

CERTIFICADO

Cerlificamos que o projeto intilusdo CARACTERIZACAO DA DROGA VEGETAL DE
ERYTHRINA VELUTINA WILLD E PROSPECCAO DA ATIVIDADE ANSIOLITICA DO
INFUSO DAS CASCAS, =ob a responsablidade da Profa. Dra. Vanda Luca dos Sanlos,
gue envolve 0 Uso de animais periencentes 30 il Chordata, subfilo Verlebra (exceto o
homem) para fins de pesquisa cienliica - enconlra-se de acordo com os preceiios da Lei
11.784, de 8 de outubro de 2008, com o decrelo 6.820 de 5 de julho de 2009, com as
normas ediladas pelo Consalho Nacional de Controle da Experimentacdo Animal
(CONCEA), ¢ foi APROVADO pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Estadual da Paraiba, em reuniio de 090272021, com prolocolo de
aprovagio nimero 008/2020.

Vigéncia da Proposta: de 02/2021 a 10:2021
Procedéncia dos animas: Cantro de Biolerismo da UEPB
Espécie. Mus musculus

Sexo: Machos & Fémeas

Idade: 3 a4 mess=s

Nimero de animas autorizados: 100 (cem animais)

Iaformagio so pesquisudor:

Lembramos gue o pesquisador responsivel deverd encamebar 4 CEUAUEPB o Relatério Final
hasendo na conclusio do estudo ¢ na incudéneia de pablicaghes decormentes deste, de acordo com o
disposto ma Let o 11794 de OR/10V2008, ¢ Resologdo Normativa n®. 0L de 09072010 do
Coaselhe Nacwmal de Coatrole de Expenmentagdo Animal-CONCEA. O praze pars entrega do
Relatirio ¢ de até 30 dias apés 0 encerramento da pesquiss, previste para conclasio em

102021,

Campina Grande, 22 de feversiro de 2021
POLUANNA MUNIZ ::::0 m Sgital por POLLIANNA MUNIZ
ALVES:03088272446 Dados: 2021.0222 152514 0300

Coordenador adjurdo da Comesso de Elica no Uso de Anisnas/UEPR



