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RESUMO

A Familia Erythroxylaceae compreende quatro géneros com distribuicdo em regides tropicais,
sendo o Brasil um dos principais centros da diversidade de espécies desse género. No nordeste
brasileiro sdo encontradas 71 espécies em que 13 sdo endémicas do estado da Paraiba e de
algumas ndo se tem conhecimento aprofundado sobre suas propriedades farmacoldgicas.
Visto isso, a pesquisa tem como objetivo a observacdo das atividades psicofarmacoldgicas
dos extratos metandlicos das espécies Erythroxylum caatingae (ECAA), E. revolutum
(EREV), E. pauferrense (EPAU), E. simonis (ESIM) e E. pulchrum (EPUL) utilizando o teste
de convulsdes induzidas pelo Pentilenotetrazol (PTZ), o teste do labirinto de cruz elevado,
teste da formalina e teste da placa quente. Esses extratos foram testados em camundongos
Swiss albinos (machos e fémeas), pesando entre 20-40 g e entre 2 e 3 meses de idade. Os
testes de convulsodes induzidas pelo PTZ e o labirinto de cruz elevado nio apresentaram
resultados com nivel de significancia estatistico, o que indica que os extratos ndo possuem
atividades anticonvulsivante e ansiolitica. Na 1* fase do teste de nocicepgdo os extratos EREV
(64,0+£10,3) e ESIM (71,7+10,9) demonstraram alteragcdes significativas quanto ao tempo de
lambida da pata em relacdo ao controle e ao extrato ECAA (78,5+11,8). Na segunda fase do
teste de nocicep¢ao os animais administrados com EREV (24,0+£16,0) e ESIM (49,7+32.,2)
evidenciaram a redu¢do do tempo de lambida da pata se comparado ao controle (196,0+32,1).
No teste da placa quente foi observado as doses de 100 mg/kg dos extratos ESIM
(16,82+3,955) e EREV (17,1544,288) sugeriram uma atividade antinociceptiva. Conclui-se
que os resultados apresentam efeitos psicofarmacolégico de droga depressora, com propicia
atividade antinociceptiva dos extratos ECAA EREV e ESIM. Contudo, outros estudos se

tornam necessdrios para uma melhor compreensao dos resultados de nocicepg¢ao.

PALAVRAS-CHAVE: psicofarmacoldgicas, farmacognosia, plantas medicinais, extratos
metandlicos e antinocicepgao.



ABSTRACT

The Erythroxylaceae Family comprises four genera with distribution in tropical regions, with
Brazil being one of the main centers of diversity of species of this genus. In northeastern
Brazil are found 71 species in which 13 are endemic to the state of Paraiba and some do not
have in-depth knowledge of their pharmacological properties. On this, the research aims to
observe the psychopharmacological activities of methanol extracts of the species
Erythroxylum caatingae (ECAA), E. revolutum (EREV), E. pauferrense (EPAU), E. simonis
(ESIM) and E. pulchrum (EPUL) using the induced seizures test by Pentylenetetrazole (PTZ),
the high cross maze test, formalin test and the hot plate test. These extracts were tested in
Swiss albino mice (males and females), weighing between 20-40 g and between 2 and 3
months. Seizures tests induced by PTZ and the high cross maze did not present results with
statistical significance level, indicating that the extracts do not have anticonvulsant and
anxiolytic activities. In the first phase of nociception test the EREV extracts (64.0 £ 10.3) and
ESIM (71.7 £ 10.9) showed significant changes on the paw licking time in the control and the
ECAA extract (78 5 £ 11.8). In the second phase of nociception test animals administered
with EREV (24.0 + 16.0) and ESIM (49.7 £ 32.2) showed a reduction in the time to lick paw
compared to the control (196.0 + 32.1). In the hot plate test was observed at doses of 100 mg /
kg of ESIM extracts (16.82 + 3.955) and EREV (17.15 + 4.288) suggested a antinociceptive
activity. In conclusion, the results showed psychopharmacological effects of depressant drugs
with favorable antinociceptive activity of ECAA, EREV and ESIM extracts. However, further

studies are necessary to better understanding of the results of nociception.

KEYWORDS: psychopharmacological, pharmacognosy, medicinal plants, methanol extracts
and antinociception
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1 INTRODUCAO

O envolvimento na pesquisa de novas substancias oriundas de plantas, bem como suas
atividades psicofarmacoldgicas vem crescendo com o passar dos anos. Entre os fatores que
motivam esse aumento estao a insatisfacdo com os resultados obtidos em tratamentos com a
medicina convencional, os efeitos indesejdveis e os prejuizos causados pelo uso abusivo e/ou
incorreto dos medicamentos sintéticos (HEINZMANN, 2007).

No Brasil, o uso de plantas medicinais vem desde os povos indigenas, jd que essas
populagdes as conheciam e utilizavam largamente no combate a indmeras doencgas (NETO;
CAETANO, 2005). As terras brasileiras possuem uma riquissima biodiversidade,
representando um dos maiores “mercados de medicamentos” do mundo e tem estabelecido
uma boa estrutura em ciéncia e tecnologia para pesquisa em produtos naturais. Entretanto,
apesar de tais circunstancias, o pais se mant€m em extrema dependéncia da importacdo de
farmacos e medicamentos (MARINHO, 2006).

Por outro lado, a populacdo como um todo tem como costumes o preparo de chds a
partir de plantas de uso popular que podem produzir efeitos adversos em animais e seres
humanos (ALMEIDA, 1993). O preparo de chés com atividades fitoterdpicas representa parte
importante da cultura, sendo também parte de um saber utilizado e difundido pelos
antepassados para a cura ou alivio de diversas enfermidades. Baseados nesses conhecimentos
e em outros fatores hd uma intensa pesquisa com plantas usadas na medicina popular ou
plantas regionais com possiveis efeitos farmacoldgicos.

O desenvolvimento do setor de plantas medicinais e fitoterapicos pode se configurar
como importante estratégia para o enfrentamento das desigualdades regionais existentes em
nosso pais. Segundo Rodrigues e Barbosa (2012) o mercado de medicamentos fitoterdpicos
movimenta até 500 milhdes de ddlares por ano, somente no Brasil. Ao acompanhar o mundo
dos negdcios farmacéuticos, ja € visivel a importancia na busca de novos medicamentos a
partir de produtos naturais extensamente conhecidos pela sabedoria empirica da populacdo
carente. Essas caracteristicas despertam o interesse sobre a possibilidade da utilizacdo de
produtos naturais em estudos que vao além da identificacdo de potenciais agentes
terapéuticos, e que estdo relacionados a exploracdo e entendimento dos sistemas biolégicos e
aplicagdes na tecnologia farmacéutica (PULHEAULT, 2008).

A familia Erythroxylaceae compreende quatro géneros e cerca de 240 espécies com
distribuicido em toda regido tropical, tendo seus principais centros de diversidade na

Venezuela, Brasil e Madagascar (DALY, 2004). Diversas espécies tém sido investigadas
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quanto a atividade farmacoldgica, tais como: E. vacciniifolium, que apresentou efeitos contra

infeccdes oportunas em pacientes com HIV e forneceu alcaldides tropanicos da série
catuabina (A, B e C) (ZANOLARI, 2003); E. pervillei que forneceu alcaléides pervilleinas A
e B, que inibiram o crescimento de carcinoma de pele em células KB-VI e outros tipos de
alcaloides extraidos da E. rotundifolium que também apresentou esta mesma atividade
(CHAVEZ, 2002).

O género compreende 230 espécies localizadas principalmente na regido Neotropical e
tem como principais centros de endemismo o Brasil e a Venezuela (PLOWMAN, 1982;
DALY, 2004). No Brasil, o género Erythroxylum representa cerca de 144 espécies, sendo que
a maior diversidade se encontra no Dominio da Mata Atlantica (118 espécies), especialmente
na Regido Nordeste onde sdo registradas 71 espécies (LOIOLA; COSTA-LIMA, 2014). No
estado da Paraiba sdo encontradas 13 espécies endémicas (LOIOLA et al., 2007).

No nordeste brasileiro ja foram encontradas uma variedade de espécies, dentro ela: E.
caatingae Plowman.; E. citrifolium A. St.-Hil, O. E. Schulz.; E. revolutum Mart.; E.
pauferrense Plowman.; E. passerinum Mart.; E. pulchrum A. St-Hil.; E. pungens O. E.
Schulz.; E. subrotundum A. St.-Hil. e E. squamatum Sw., encontradas na mais diversas
formacdes como nas florestas imidas da mata atlantica, nos Brejos de altitude, nas matas
Serranas, nas Restingas e em dreas mais secas da Caatinga (LOIOLA, 2007).

A Erythroxylum caatingae possui uma distribuicdo restrita aos estados da Babhia,
Ceara, Paraiba, Pernambuco e Rio Grande do Norte (PLOWMAN; HENSOLD, 2004). Entre
as espécies € a mais estudada e com maior nimero de artigos relacionados as dreas de
botanica, quimica, bioquimica e farmdicia. Uma pesquisa realizada no ambito da acgdo
psicofarmacoldgica do extrato metandlico de E. caatingae em camundongos apresentou
efeitos sugestivos de droga depressora e bons resultados para atividade antinociceptiva e/ou
inibicdo da liberacio de mediadores inflamatorios ou citocinas (MAIA, 2009). Outras
pesquisas comprovam que o extrato metandlico de E. caatingae possui atividade
antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas e fungos (AGUIAR et al., 2012).

Baseando-se pelos bons efeitos apresentados pela E. caatingae tornou-se relevante
investigar o efeito de outras espécies do mesmo género que possam apresentar atividades
semelhantes ou melhores. Estudos quimicos de isolamento de alcaldides tropanicos,
diterpenos, flavondides e triterpenos realizados com o extrato metandlico das folhas da E.
revolutum tiveram éxito e resultaram no isolamento de seis diterpenos (OLIVEIRA et al,
2010), que podem ter atividades no sistema nervoso central (SNC) como estimulante,

depressora ou mesmo provocar pequenas convulsdes em doses elevadas.
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De forma geral, a recorrente procura por novos farmacos e drogas que tenham

atividade no SNC e que ndo possuam efeitos colaterais indesejdveis encontrados nos
medicamentos atuais, atrelado a descoberta das atividades psicofarmacoldgicas do género
Erythroxylum e sabendo que o estado paraibano possui uma gama de espécies Erythroxylum
nao estudadas (E. revolutum, E. simonis, E. pauferrense e E. pulchrum), torna necessario a
avaliacdo farmacoldgica destas.

Desta forma a proposta desta pesquisa foi a triagem farmacoldgica, bem como a
observacdo das atividades psicofarmacoldgicas dos extratos metandlicos das espécies E.
caatingae (ECAA), E. revolutum (EREV), E. pauferrense (EPAU), E. simonis (ESIM) e E.
pulchrum (EPUL) em camundongos e identificar possiveis atividades ansioliticas,
anticonvulsivantes e/ou antinociceptivas dos extratos.

A integracdo da bioprospec¢cdo com a farmacologia se tornou uma estratégia de vital
importancia para a inovacdo biotecnoldgica. Assim, seguindo esse contexto o trabalho tem
como objetivo o surgimento de uma possivel opcdo terapéutica, particularmente de origem
bioldgica, que possa ser efetiva em eliminar e/ou diminuir os principais sinais € sintomas da
dor, da epilepsia, da ansiedade e de outras sindromes e doencas que atingem o sistema
nervoso, diminuindo a problemética da farmacorresisténcia e dos diversos efeitos colaterais,

adverso e toxicos causados pelos farmacos atualmente disponiveis.

2 OBJETIVOS

2. 1 OBJETIVO GERAL

Contribuir para o conhecimento Psicofarmacoldgico da familia Erythroxylum, e das
seguintes espécies ECAA, EREV, EPAU, ESIM e EPUL usando metodologias

comportamentais.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Identificar e caracterizar os efeitos gerais dos extratos sobre o SNC.
- Investigar e identificar uma possivel atividade psicodepressora.

- Avaliar a capacidade antinociceptiva dos extratos.

- Investigar o efeito anticonvulsivante dos extratos.

- Avaliar o possivel efeito ansiolitico dos extratos.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3. 1 PLANTAS MEDICINAIS NO BRASIL: PERSPECTIVAS

O uso de plantas com fins medicinais tem sido uma pratica antiga que permanece até
os dias de hoje, isto se deve a recorrente utilizacdo da medicina moderna, que apesar dos
grandes avancos continua a produzir agentes terapéuticos derivados de produtos naturais
(CALIXTO, 2005). Muitas culturas antigas fizeram uso de “remédios” naturais preparados a
partir de plantas para o tratamento de vérias doengas e para a melhoria da qualidade de vida

da populagio (CORDOVA, 2012).

No Brasil, a utilizacdo de plantas medicinais foi passada principalmente pela cultura
indigena (SOUSA et al., 2008), enfatizando que o pais possui a maior diversidade do planeta
e que muitas plantas j4 vém sendo usadas e testadas pelo mundo inteiro. A utilizacdo dessa
pratica terap€utica se deve ao fato da deficiéncia dos servicos de saide publica, com isso a
alternativa terapéutica das plantas acaba por ser comum em toda a extensdo territorial. As
formas mais comuns do uso de plantas medicinais sdo: chds, infusdes, banhos, pomadas, entre
outros; manipulados, muitas vezes por raizeiros, que associam determinadas plantas a cura de
certas enfermidades, baseados no conhecimento empirico passado de geracdo a geracdo

(SOUZA et al., 2004).

O interesse pelos fitoterdpicos surgiu principalmente devido as crengas populares que
estes agentes sdao isentos ou possuem poucos efeitos colaterais, e que sdo eficazes onde a
medicina tradicional ndo alcancou resultados, o que nao € seguro (CARVALHO et al., 2008).
Assim, com a intensa busca por plantas que possuissem atividade, as industrias farmacéuticas
comegaram a investir mais em pesquisas de novos farmacos. Segundo Tanaka e Amorim
(2014), o Ministério da Saude se aliou a 31 laboratdrios, sendo 10 publicos e 21 privados,
nacionais e estrangeiros, para producdo de farmacos que envolvem os tratamentos de doengas
como: doengas sexualmente transmissiveis, doengas degenerativas, antipsicoticos, hemofilia e

tuberculose, gerando assim uma economia estimada de R$ 400 milhdes por ano.

A pesquisa de produtos naturais normalmente é realizada buscando obter principios
ativos com estruturas desconhecidas que possam conduzir a novos medicamentos através de

rotas de sintese ou semi-sintese (MARINHO, 2006). Os farmacos sintéticos sdo a grande
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maioria no mercado, em torno de 50%, os produtos naturais representam cerca de 4%, os

derivados de produtos naturais (semi-sintéticos) 22% e os derivados por sintese total 24%,
mas considerando os produtos naturais como molde (protétipo) (YUNES; FILHO, 2009;
NEWMAN; CRAGG, 2012).

No Brasil, apenas 8% das espécies vegetais foram estudadas em busca de compostos
bioativos, sendo que estas pesquisas foram realizadas por indudstrias estrangeiras,
demonstrando a fragilidade do pais j4 que possui uma rica biodiversidade (GUERRA;
NORDARI, 2003). Estima-se que 20% do patrimonio genético do planeta esteja concentrado
em territorio nacional, onde o indice de endemismo € altissimo (PINTO et al., 2002). Tendo
em vista as perspectivas, as plantas medicinais endémicas ainda sdo pouco conhecidas e
constitui uma diversidade de linhas de pesquisa académica de desenvolvimento, além de um

amplo mercado nacional e internacional.

3. 2 ALGUMAS DROGAS QUE ATUAM NO SISTEMA NERVOSO CENTRAL (SNC) E
SEUS EFEITOS

Segundo Gorestein e Scavone (1999), a historia da psicofarmacologia moderna inicia-
se no final da década de 40, quando foram introduzidos os primeiros fdrmacos com finalidade
especifica no tratamento dos transtornos psiquidtricos. Essas substincias quimicas que
possuem efeitos no SNC, obtiveram grande impacto na década de 50 com o aparecimento de
cinco grupos capazes de aliviar doengas psiquicas: antipsicoticos, antidepressivos triciclicos,
antidepressivos inibidores de monoaminaoxidase (IMAO), ansioliticos e antimania

(GORESTEIN; SCAVONE, 1999; ALMEIDA, 2006).

As classes mais estudadas dos psicotropicos sdo: os neurolépticos, os antidepressivos,
anticonvulsivantes, ansioliticos, hipnéticos, relaxantes musculares e analgésicos (POLATIN;

DERSH, 2004).

Os neurolépticos foram descobertos no ano de 1952, sdo conhecidos como
tranquilizantes maiores ou também agentes antipsicOticos e marcaram o {nicio da
Psicofarmacologia contemporanea (SILVA, 2006). Os antipsicoticos demoram dias até
semanas para produzirem seus efeitos terapéuticos maximos. A acdo consiste no bloqueio de
receptores dopaminérgicos D> no SNC, pois hé evidencias da relacdo direta entre a poténcia

terapéutica e capacidade de bloquear receptores D> (SNYDER, 1986). As principais
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indicacOes para essas drogas sdo as psicoses e sintomas associados ao transtorno afetivo

(Bipolar) e transtornos severos de personalidade (MAIA, 2009). Os medicamentos mais
conhecidos sdo: de “alta poténcia” (haloperidol, flufenazina, trifluoperazina, tiotixene); os de
“baixa poténcia” ou sedativos (clorpromazina e tioridazina) e os chamados de atipicos ou de

segunda geracdo (clozapina, risperidona e sulpirida) (SILVA, 2006).

Ac¢do anticonvulsivante ou antiepiléptica de barbitiricos e, especificamente,
Fenobarbital (FB) foi descoberto em 1912 por Haupman, que observou que os pacientes
epilépticos que eram tratados com FB como um hipnético apresentam menos crises de
convulsdes, por essa razdo, o uso terapéutico expandiu-se rapidamente e foi o principal
fenitoina antiepiléptica a ser descoberta (HERNANDEZ; BRAVO; SOLIS, 2005). Esses
medicamentos podem ser divididos em trés categorias: os cldssicos (Fenitoina, Fenobarital,
Carbamazepina, Clonazepam e Nitrazepam); de segunda geracdo (Progabida, Gabapentina,
Iamotrigina, Vigabatrina, Tiagabina e Leviracetam) e as de terceira geracdo (Remacemida,
Fosfenitina e Dezinamida). A fenitoina exerce uma atividade antiepiléptica que causa
depressao geral no SNC, sendo eficaz inclusive contra convulsdes tonico-clonicas, ja os
farmacos benzodiazepinicos sdo eficazes no tratamento de crises epilépticas parciais e
generalizadas (NOBREGA, 2012). Virios medicamentos anticonvulsivantes possuem a
capacidade de bloquear os canais de sddio ou potencializacdo da acdo do acido gama-

aminobutirico (GABA) (ATTAL, 2000; DWORKIN et al., 2003).

Os ansioliticos ou hipnéticos sdo medicamentos usados no tratamento dos sintomas de
ansiedade e também no tratamento da insonia. Esses farmacos podem ser usados para ambas
as finalidades, mas possuem objetivos diferentes: os ansioliticos t€ém o efeito de calmante e os
hipnéticos servem para a manutencdo do sono normal. O mecanismo de a¢do se baseia na
atuag@o nos sistemas inibitdrios de retransmissdo do GABA, além de provével acdo direta na
inducdo do sono R.E.M. (Movimento rapido dos olhos) (COELHO et al., 2006). Os principais
medicamentos para esta finalidade sdo os benzoadiazepinicos (ex: diazepam), barbitiricos

(ex: fenobarbital) e outras drogas.

Opidides € um termo genérico utilizado para definir todas as substancias, natural ou
sintética, que possua acdo analgésica. Possuem como caracteristica principal a diminui¢do ou
até mesmo a erradicacdo da sensacdo de dor. Um dos exemplos de classe de analgésicos € a
morfina, substincia extraida das sementes das papoulas. Os receptores opiddes estdo

localizados principalmente no SNC, mas também pode ser expresso no sistema nervoso
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periférico. Sdo universalmente utilizados no tratamento da dor em geral, sdo divididos em:

opidides fracos (tramadol ou codeina) e opidides fortes (morfina, metadona, hidromorfona,

oxicodona, etc) (RIBEIRO; SCHIMIDT; SCHMIDT, 2002).

Varios neurotransmissores € transmissores, como: a substincia P, neurocinina A,
galanuna e aminodcidos excitatérios participam do fendomeno da neurofisiologia da dor
(MILLAN, 1999). A neurofisiologia da dor foi amplamente estudada e, como se sabe, as vias
que conduzem a dor tém numeras interconexdes com outras vias afetivas aferentes
nociceptivas e fibras nervosas simpdticas (DE LUCA et al.,, 1996). No entanto, o neurdnio
nociceptivo periférico utiliza dois neurotransmissores: o glutamato, que é o principal
responsavel pela ativacdo do neurdnio pos-sindptico, € a substancia P, que tem uma funcgdo

moduladora e ajuda a sensibilidade do neurdnio pds-sindptico a atividade de glutamato.

As drogas analgésicas podem ser divididas em trés principais classes para a forma de
atuacdo da droga no sistema nervoso: 1) aspirinas e outros analgésicos anti-inflamatérios nao
hormonais, os quais atuam nas terminagdes nervosos dos sitios de les@o e produzem analgesia
por alterar o sistema das prostaglandinas; 2) analgésicos narcéticos (opidides), os quais atuam
por se ligar a receptores opidides e ativar o sistema de supressdo endégena da dor no SNC; e
3) analgésicos “auxiliares”, os quais atuam centralmente para produzir analgesia em certos

tipos de dor (OLIVEIRA; GABBAI, 1998)

3.3 O GENERO ERYTHROXYLUM

O género Erythroxylum pertence a familia Erythroxylaceae, contudo € o maior dos
quatro géneros dessa familia e compreende cerca de 230 espécies, distribuidas em todo os
tropicos como demonstrado na Figura 1, mas com dreas de diversidade endémica na América
do Sul, mais precisamente, Brasil e Venezuela (ZANOLARI et al., 2003; DALY, 2004;
PLOWMAN; HENSOLD, 2004; LOIOLA, et al., 2007). Possui espécies endémicas no
nordeste brasileiro mais precisamente nas florestas imidas da mata atlantica, nos Brejos de

altitude, nas matas Serranas, nas Restingas e na Caatinga.



Figura 1: Distribui¢do do género Erythroxylum.
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Fonte: Oliveira, 2012, p. 32

O género ganhou notoriedade no século XIX, logo apds a descoberta das atividades
farmacoldgicas apresentadas pelas partes aéreas da E. coca, que ja possuia grande
empregabilidade pelos indigenas da América do Sul. A cocaina, famoso alcaloide natural e
produzido a partir da E. coca, ficou muito difundida, gracas as suas atividades psicoativas no

SNC (LOIOLA et al., 2007).

Levantamentos bibliograficos indicam que das 230 espécies existentes no género
Erythroxylum, apenas 61 foram estudadas no ambito da sua composi¢do quimica, resultando
no isolamento e caracterizagdo de 449 compostos. A quimica do género € caracterizada
principalmente pela presenca de alcaloides tropanicos (GRIFFIN; LIN, 2000; ZUANAZZI et
al., 2001; CHIN et al.,2006), diterpenos (ANSELL; PEGEL; TAYLOR, 1993; SANTOS et
al., 2005), flavondides (CHAVES et al., 1988; ZUANAZZI et al., 2001; JOHNSON et al.,
2003) como € demonstrado na Figura 2. Também foram descritas a ocorréncia de taninos
(BONEFELD; FRIEDRICH; KOLODZIEJ, 1986) e triterpenos com esqueleto oleanano e
lupano (CHAVEZ et al., 1996).



Figura 1: Principais constituintes do género Erythroxylum
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Atualmente essa familia possui popularidade, j4 que € extensamente utilizada na

medicina tradicional com diversas finalidade como: estimulante do SNC; supuracdo de

furdnculos e abscessos; veneno; tratamento da dor abdominal; tratamento de tumores;

antimicrobiano; atividade anti-herpes viral e atividade antinociceptiva (CHAVEZ, 2002;

ZANOLARLI, 2003; AGUIAR, 2011; AGUIAR et al., 2012; MAIA et al., 2014).

4 METODOLOGIA

4.1 EXTRATOS

Os extratos das espécies ECAA, EREV, EPAU, ESIM e EPUL foram preparados e

fornecidos pelo Laboratorio de Fitoquimica Experimental do Centro de Biotecnologia da

Universidade Federal da Paraiba, que tem como Coordenador o Prof. Dr. Josean Fechine

Tavares. Esses extratos foram obtidos a partir do pé do caule seco, submetido a maceragao

exaustiva com metanol (MeOH) durante 72 horas. O processo foi repetido 4 vezes e a solugao

extraida e concentrada em rotavapor sob pressdo reduzida a temperatura de 35°C o assim

obtendo-se o extrato metanolico bruto.
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4.2 ANIMAIS

Nos testes comportamentais foram utilizados camundongos (Mus musculus) Swiss,
albinos, adultos, sauddveis, machos e fémeas (nuliparas e ndo gravidas), pesando entre 20-40
g e entre 2 e 3 meses de idade. Esses animais foram obtidos do Biotério Prof. Dr. Thomas

George, Centro de Biotecnologia (CBiotec) - da Universidade Federal da Paraiba (UFPB).

Os camundongos ficaram alojados em gaiolas de polipropileno devidamente
higienizadas e mantidas sob condi¢cdes laboratoriais padrdo como: condi¢des de temperatura
de 21 £2°C, com 12 horas de luz/escuro e sem uso de qualquer medica¢dao, com acesso livre a

comida e dgua potdvel em garrafas de polietileno, com bicos de inox.

Os experimentos comportamentais foram desenvolvidos no laboratério de
Psicofarmacologia Professor Elizaldo A. Carlini e no Biotério Prof. Dr. Thomas George do

Centro de Biotecnologia da Universidade Federal da Paraiba (CBiotec/UFPB).

Os animais foram alojados em outras gaiolas do mesmo material descrito,
anteriormente a execucdo dos testes, por pelo menos 60 min de antecedéncia, tentando
minimizar as possiveis alteracdes comportamentais dos animais e permitir a adaptacdo do
mesmo ao novo ambiente. Os animais utilizados foram, apds o experimento, eutanasiados por

deslocamento cervical.

Os animais foram separados em grupos de 06 animais e nos procedimentos realizados
foi dado preferéncia a testes que ndo provocavam sofrimento, do mesmo modo, estes
procedimentos foram analisados previamente pela Comissio de Etica no Uso de Animais do
Centro de Biotecnologia (CEUA_CBiotec) da Universidade Federal da Paraiba, sob o
protocolo N° 0505/13.

4.3 DROGAS E REAGENTES

Todos as substancias que foram utilizadas apresentaram grau de pureza analitica
reconhecida: Agua destilada (CBiotec/UFPB, Brasil); Diazepam (Sigma, EUA); Formalina
2,5 % (Cbiotec/UFPB, Brasil); Pentilenotetrazol (PTZ) (Sigma, EUA); Tween 80 (Merck,
EUA); Morfina (Sigma, EUA); Extrato metandlico de Erythroxylum caatingae (ECAA)
(CBiotec/UFPB, Brasil); Extrato metandlico de Erythroxylum revolutum (EREV)
(CBiotec/UFPB, Brasil); Extrato metandlico de Erythroxylum pauferrense (EPAU)
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(CBiotec/UFPB, Brasil); Extrato metandlico de Erythroxylum simonis (ESIM)

(CBiotec/UFPB, Brasil); Extrato metandlico de Erythroxylum  pulchrum (EPUL)
(CBiotec/UFPB, Brasil).

4. 4 SOLUBILIZACAO DOS EXTRATOS

A escolha da forma de solubiliza¢do dos extratos foi determinada a partir de pesquisas
na literatura e por meio de experimentos prévios, e assim ficou estabelecido o veiculo e
agente solubilizante, respectivamente, dgua destilada e duas gotas Tween 80 obedecendo a
propor¢ao de 0,05 mL do agente solubilizante (Tween 80) para cada mL do veiculo (solug¢do

de Tween 80 a 5%).

4.5 TESTES DE AVALIACAO DA ATIVIDADE NO SITEMA NERVOSO CENTRAL

O delineamento experimental para a avaliagdo psicofarmacoldgica dos extratos

ECAA, EREV, EPAU, ESIM e EPUL est4 representado pelo seguinte fluxograma:




27
4. 5. 1 Triagem farmacolégica comportamental

A triagem farmacoldgica ou screening farmacoldgico trata-se de um teste preliminar
de fécil execugdo e capaz de determinar de forma qualitativa algumas importantes acdes
centrais dos extratos em estudo (MAIA, 2009). De forma geral, o teste demonstra por meio de
alteracOes comportamentais do animal um possivel efeito da droga ou medicamento,
possibilitando assim um direcionamento do estudo farmacolégico. Segundo Almeida (2006),
este € o primeiro passo para se pesquisar a a¢do de determinado farmaco e indicar alguma
possivel atividade farmacolégica, bem como a dose a ser utilizada nos ensaios mais

especificos.

Os camundongos foram divididos em grupos (n=6) e tratados (via i.p) com doses de
200 mg/Kg (grupos experimentais). Tais doses foram determinadas a partir de dados da

literatura (MAIA, 2009). O grupo controle recebeu solucao de Twenn 80 a 5% (veiculo), via
L.p.
ApOs a administragdo, os animais foram colocados em gaiolas de polipropileno (em

dupla) e observados a cada trinta minutos, durante quatro horas, seguindo-se um protocolo

experimental padrdo de avaliacdo comportamental (ALMEIDA, 2006) (Tabela 1).



Tabela 1: Protocolo utilizado na Triagem Farmacoldgica.

ATIVIDADE FARMACOLOGICA

Quantificacao dos efeitos (0) sem efeitos, (-)
efeito diminuido, (+) efeito aumentado, (++)

efeito intenso

A30 | 1h

| 2h | 3h | 4h

1-SNC

a — Estimulante

Hiperatividade

Irritabilidade

Agressividade

Tremores

Convulsoes

Piloerecdo

Movimento intenso das vibrissas

Outros

b — Depressora

Hipnose

Ptose palpebral

Sedacdo

Anestesia

Ataxia

Reflexo do endireitamento

Catatonia

Analgesia

Resposta ao toque diminuido

Perda do reflexo corneal

Perda do reflexo auricular

¢ — OQutros comportamentos

Ambulacio

Bocejo excessivo

Limpeza

Levantar

Escalar

Vocalizar

Sacudir a cabega

Contor¢des abdominais

Abducao das patas do trem posterior

Pedalar

Estereotipia

2 - SN AUTOMO

Diarréia

Constipacio

Defecacao

Respiracio forcada

Lacrimejamento

Micgao

Salivacdo

Cianose

Tono muscular

Forca para agarrar

3 -MORTE

28



29
4.6 AVALIACAO ESPECIFICA DA ATIVIDADE NO SISTEMA NERVOSO CENTRAL

4. 6.1 Avaliacao da atividade anticonvulsivante
4.6.1.1 Teste das convulsdes induzidas pelo pentilenotetrazol (PTZ)

O pentilenotetrazol (PTZ) € uma substincia muito utilizada nos modelos
anticonvulsivantes. O motivo do seu uso intenso nas praticas laboratoriais € a facilidade do
teste e a poténcia, ou seja, a capacidade de produzir convulsdes e assim permitir a

identificacdo eficaz de novos farmacos anticonvulsivantes.

O PTZ ¢é um inibidor dos canais de cloreto associando a receptores GABAAa
(LOSCHER; SCHMIDT, 2002). Assim, espera-se que as moléculas/extratos que suprimem ou
diminuem os efeitos do PTZ, possuam uma atividade depressora do SNC, o que ¢é

caracteristico de uma droga pertencente a classe dos anticonvulsivantes (ANCA et al., 1993).

No experimento foram utilizados grupos de camundongos (n=6), divididos em grupos
experimentais (ECAA; EREV; EPAU; ESIM; EPUL), grupo controle (veiculo) e grupo
padrdo (diazepam, dose de 4 mg/Kg), todos administrados por via intraperitoneal. Apds 30
minutos dos pré-tratamentos houve a administracdo em todos os animais de uma solucdo de
PTZ na dose de 60 mg/Kg (i.p.). Os parametros analisados foram: laténcia da convulsdo
(tempo entre a administracdo do PTZ até a primeira convulsdo clonica ou tonico-clénica), em
segundos; outro parametro analisado foi o niimero de convulsdes e o tipo (clonica ou tonico-

clonica). O tempo de observagao dos animais apds a administracdo do PTZ foi de 15 minutos.

4. 6.2 Avaliacio da atividade ansiolitica e sedativa
4.6.2.1 Teste do labirinto em cruz elevado

Este teste ¢ um dos principais modelos usados para o estudo da ansiedade, segundo
Becerra (2004) consistindo em um modelo naturalista, j& que mimetiza uma situacao
encontrada no ambiente natural dos animais. Primeiramente criado para ratos (PELLOW et
al., 1985) e mais tarde adaptado para camundongos (LISTER, 1987), baseia-se no ato de
verificacdo de roedores que evitam locais abertos. O estimulo provocado pela novidade do
confinamento, produz reacdes de conflito entre 0 medo e curiosidade causando efeitos como:
congelamento, defecacio, mic¢do e o aumento do nivel plasmético do hormonio de estresse, o

cortisol (GRAEFF; GUIMARAES, 2001).
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O aparelho labirinto de cruz elevado (Figura 3), fabricado em acrilico, possui dois

bragos com paredes laterais e sem cobertura (bracos fechados), que medem 30 cm de
comprimento por Scm de largura e 15 cm de altura, e dois bracos desprovidos de paredes
laterais (bracos abertos) que medem 30 cm de comprimento por 5 cm de largura e 0, 25 cm de
altura. Os bragos abertos e fechados cruzam-se numa plataforma central, onde os animas sdo

colocados para explorar o labirinto.

O teste permite a avaliacio do animal em um novo ambiente (labirinto de cruz
elevado), onde o observador avalia o nimero de entradas e/ou o tempo de permanéncia nos

bragos abertos em relacao aos bragos fechados.

Figura 3: Aparelho do labirinto de cruz elevado.

Fonte: http://www.scienlabor.com.br/geral/produtos/labirinto-cruz-elevado

Foram submetidos camundongos em grupos (n=6, machos e fémeas), divididos em
grupos experimentais (ECAA; EREV; EPAU; ESIM; EPUL) na dose 200 mg/Kg, (i.p.), grupo
controle (veiculo) e grupo padrdo (Diazepam, dose 2 mg/kg, via i.p). Os animais foram
colocados no aparato individualmente, durante o periodo de 5 min. O aparelho foi tratado com

alcool 10% entre cada animal testado, como forma de assepsia.
4. 6. 3 Avaliacao da atividade antinociceptiva
4. 6. 3. 1 Testes da formalina

O teste da formalina € um modelo valido e confidvel de nocicep¢do e € sensivel para

varios compostos com atividade de analgesia (HUNSKAAR; HOLE, 1987). O método
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consiste na administracdo de uma solucido de formalina na regido subplantar (parte de baixo

da pata) do camundongo que leva a estimulacdo dos nociceptores (SOUZA et al., 2000), no
qual resulta em um movimento de lambida persistente na pata do animal considerado
indicativo de resposta nociceptora. Essa resposta € dividida em duas fases, onde serd
quantificado o tempo de lambida da pata. A primeira fase ocorre apds cerca de 5 minutos da
injecdo da formalina (fase resultante da estimulag@o direta dos nociceptores), em seguida ha
uma fase intermediaria de 10 minutos caracterizada pelo tempo de inibicdo da dor. A segunda

fase € conhecida como fase de resposta inflamatéria e ocorre dos 15 aos 30 minutos.

Foram utilizados camundongos em grupos (n=6, de ambos os sexos) que receberam
por via i.p., os seguintes pré-tratamentos: veiculo (grupo controle), os grupos experimentais
(ECAA; EREV; EPAU; ESIM; EPUL) receberam a dose de 200 mg/Kg, (i.p.) € o grupo
padrao que recebeu morfina 6 mg/Kg, (i.p.) (grupo padrdao). Apdés 30 minutos os animais
receberam a inje¢do subplantar (pata posterior direita) de 20 pL de solu¢do de formalina
2,5%, em seguida os animais foram colocados nas caixas de observacdo, onde foi registrado o
tempo total de lambida da pata (que recebeu a injecdo) durante 5 minutos (1° fase). Com o
termino do periodo de 10 minutos (fase intermedidria), contabilizou-se o tempo de 15 minutos

(2° fase).
4. 6. 3. 2 Testes da placa quente

O teste da placa quente foi originalmente realizado por Woolfe e Macdonald (1944),
que estavam testando a inibi¢do da resposta motora de camundongos colocados em contato
com uma superficie quente mantida a temperatura constante entre 55 e 70 ° C. O método
avalia e quantifica o tempo em que os animais permanecem sobre a placa aquecida (Figura 4)
(55 = 1 ° C) até reagirem ao estimulo térmico com o comportamento de levantar (tentativa de
pular) ou lamber as patas (TITA et al., 2001; AZEVEDO et al., 2008). Lembrando que a
laténcia (tempo de permanéncia até o primeiro estimulo) é quantificada em um periodo

maximo de 30 segundos; para evitar lesdo tecidual nos animais (ALMEIDA, 2000).
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Figura 4: Aparelho de placa quente.

Fonte: http://www.bonther.com.br/fotos/img_produtos_ampliada/51_353_1265315518.jpg

Forma utilizados nesse teste camundongos (Mus musculus) Swiss, abinos, adultos,

sauddveis e exclusivamente fémeas (nuliparas e ndo gravidas).

Os animais foram divididos em grupos (n=6), onde o grupo controle recebeu veiculo
via 1.p., 0s grupos experimentais receberam os seguintes tratamentos: Experimental 1 (Extrato
de E. simonis 100mg/Kg); Experimental 2 (Extrato de E. simonis 50mg/Kg); Experimental 3
(Extrato de E. revolutum 100mg/Kg); Experimental 4 (Extrato de E. revolutum 50mg/Kg) e
um grupo padrao (Morfina 10 mg/Kg).

Foram feitas leituras do comportamento nociceptivo apdés 30 e 60 minutos da
administracdo dos extratos. Foi registrado o tempo de pulo para expressar a atividade

protetora dos extratos.

4.7 ANALISE ESTATISTICA

Para o tratamento estatistico dos dados foi utilizado o programa Graph Pad Prism 4.0
(GraphPad Software Incorporated, San Diego, USA). Os resultados obtidos foram tratados
estatisticamente por meio do teste de andlise de variancia (ANOVA) com classificacdo one-

way, seguida do Teste de Dunnet.

Os valores obtidos foram expressos em média + erro padrao da média (e.p.m.), sendo
os resultados considerados significativos quando apresentaram um valor de p < 0,05(*), p <O,

01(**).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 EFEITOS DOS EXTRATOS

Os efeitos apresentados no comportamento dos animais nos quais foram administradas
as doses dos extratos estdo descritos no Quadro 1 (ECAA), Quadro 2 (EREV), Quadro 3
(EPAU), Quadro 4 (ESIM) e Quadro S (EPUL), respectivamente. As variacdes

comportamentais sempre comparadas a um grupo que recebeu veiculo (controle).

A triagem farmacoldgica foi utilizada para visualizar as principais alteragdes
comportamentais nos camundongos, apds os tratamentos com os extratos. Esse método €
capaz de determinar qualitativamente as acdes centras dos extratos no sistema
nervoso/autdonomo (ALMEIDA et al., 1999). A dose escolhida foi de 200 mg/kg, pois foi
observado em outra pesquisa (MAIA, 2009), depois de uma avaliacdo de toxicidade do

extrato metandlico da Erythroxylum caatingae, que esta dose € segura.

No grupo de animais que recebeu a dose de 200 mg/kg de ECAA, foi observado
(Quadro 1) ja nos primeiros 30 min a presenga dos efeitos de ptose palpebral, sedagdo,
analgesia e a diminuicdo da resposta ao toque, ambulacdo, defecacdo e forga para agarrar. Aos
60 min, puderam-se observar efeitos como ptose palpebral, sedag¢do, analgesia e diminui¢cdao
da resposta ao toque. Apds 120 min, apenas os efeitos de ptose palpebral, analgesia e
diminui¢do da resposta ao toque foram observados. Os efeitos de analgesia e diminui¢do da
resposta ao toque ainda foram observados apds 240 min. Os efeitos de ptose palpebral,
sedacdo, analgesia, resposta ao toque diminuida sdo efeitos relacionados ano sistema nervoso
central depressor, o que demonstra que esse extrato possui efeitos depressores SNC. De
acordo com Mariz et al (2006), ptose palpebral € o fechamento das pédlpebras, o qual pode ser
medido em graus, sendo este efeito induzidos pela agdo dos neurolépticos ou analgésicos de

acdo central.
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Quadro 1: Principais alteragdes comportamentais registradas em camundongos decorrentes da administragido do
extrato ECAA, pela via intraperitoneal.

Tempo de observagdo em Efeitos comportamentais
minutos
Até 30 Ptose palpebral, Sedacdo, Analgesia, Resposta ao
toque diminuido, Ambulacio diminuida, Defecacdo
ECAA diminuida, For¢a para agarrar diminuida
200 Ap6s 60 Ptose palpebral, Sedacdo, Analgesia, Resposta ao
toque diminuido
(mg/kg) :
Apés 120 Ptose palpebral, Analgesia, Resposta ao toque
diminuido
Ap6s 240 Analgesia, Resposta ao toque diminuido

O grupo de animais que foram administrados com a dose de 200 mg/kg de EREV, foi
observado (Quadro 2) primeiros 30 min efeitos como: Ptose palpebral, micc¢do, contor¢des
abdominais e a diminui¢do da ambulagdo, defecacdo e a resposta ao toque. Apds 60 min,
observou-se ptose palpebral, sedacdo, analgesia e a diminui¢cdo da ambulagdo e a resposta ao
toque. Os mesmos efeitos foram observados apds 120 minutos. A diminui¢do da ambulacdo e
a resposta ao toque permaneceram apos 240 minutos. Os efeitos de ptose palpebral, resposta

ao toque diminuido, sedacdo e analgesia demonstram um possivel efeito depressor no SNC.

Quadro 2: Principais alteracdes comportamentais registradas em camundongos decorrentes da administragdo do
extrato EREV, pela via intraperitoneal.

Tempo de observagdo Efeitos comportamentais
em minutos
Até 30 Ptose palpebral, Resposta ao toque diminuido, Ambulacdo
diminuida, Contor¢des abdominais, Defecacdo diminuida,
EREV Miccao
200 Apés 60 Ptose palpebral, Sedacdo, Analgesia, Resposta ao toque

diminuido, Ambula¢do diminuida

(mg/kg) :
Apos 120 Ptose palpebral, Sedac@o, Analgesia, Resposta ao toque

diminuido, Ambula¢do diminuida

Apos 240 Resposta ao toque diminuido, Ambula¢do diminuida
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No grupo que recebeu a injecdo de 200 mg/kg de EPAU, apés 30 min foram

observados (Quadro 3) efeitos como: ato de levantar, escalar e contor¢cdes abdominais. Aos
60, 120 e 240 minutos nao foram observados efeitos comportamentais relevantes decorrentes
do tratamento. Os efeitos como ato de levanta, escalar e contor¢des abdominais estdo

relacionados a um provavel efeito no SNC.

Quadro 3: Principais alteracdes comportamentais registradas em camundongos decorrentes da administragéo do
extrato EPAU, pela via intraperitoneal.

Tempo de observacio Efeitos comportamentais
em minutos
EPAU
00 Até 30 Levantar, Escalar, Contor¢des abdominais
Apés 60 -
(mg/kg)
Apos 120 -
Ap6s 240 -

Os animais que receberam a dose de 200 mg/kg de ESIM foi observado (Quadro 4) os
seguintes efeitos no periodo até 30 min: Ptose palpebral, mic¢do e diminuicdo dos efeitos de
sedacdo, ambulacdo e defecacdo. Aos 60 min, observou-se ptose palpebral, sedacdo e
diminui¢do da ambulacdo. J4 aos 120 min foi verificado apenas o efeito de ptose palpebral.
No tempo apds 240 min, os efeitos como: ptose palpebral, sedagdo e diminui¢do da
ambulacdo, resposta ao toque, tono muscular e forca para agarrar, foram observados. Os
efeitos como: ptose palpebral, reposta ao toque diminuido e sedacdo apontam um possivel

efeito depressor no SNC.
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Quadro 4: Principais alteragdes comportamentais registradas em camundongos decorrentes da administragdo do
extrato ESIM, pela via intraperitoneal.

Tempo de Observacao Efeitos comportamentais
em minutos
Até 30 Ptose palpebral, Sedac¢ao diminuida, Ambulagao diminuida,
Defecagdo diminuida, Micg¢do
ESIM
Apds 60 Ptose palpebral, Sedacio, ambulacido diminuida
200
Ap6s 120 Ptose palpebral
(mg/kg) _

Ap6s 240 Ptose palpebral, Sedacdo, Resposta ao toque diminuido,

Ambulagdo diminuida, Tono muscular diminuido, Forca para
agarrar diminuida

No grupo de animais que foi administrado com 200 mg/kg de EPUL foi observado
(Quadro 5) o efeito de cauda de straub aos 30, 60 e 120 minutos. A diminui¢cdo da resposta
ao toque ocorreu aos 120 minutos. Apos 240 minutos os efeitos de diminui¢do de limpeza e
resposta ao toque foram notados. Conforme Malone (1977), cauda em straub é caracterizado
pela visualizacdo da cauda ereta e curvada, com extremidade quase atingindo a cabecga, onde
pode-se observar a ocorréncia de fortes espasmos na musculatura da base da cauda, que se
trata do efeito causado por algumas drogas semelhantes a setonina, além dos opidides.

Quadro 5: Principais alteracdes comportamentais registradas em camundongos decorrentes da administragdo do
extrato EPUL, pela via intraperitoneal.

Tempo de observacio Efeitos comportamentais
em minutos
Até 30 Cauda de straub presente
EPUL
Apés 60 Cauda de straub presente
200
(mg/kg) Apos 120 Cauda de straub presente, Resposta ao toque diminuido
Ap6s 240 Resposta ao toque diminuido, limpeza diminuida

Os testes para avaliar acao psicofarmacoldgica foram realizados em seguida: Teste das
convulsdes induzidas por Pentilenotetrazol (PTZ), Teste do labirinto de cruz elevado, Teste da

formalina e Teste da placa quente. Estes testes sdao considerados como testes especificos para
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determinar atividade anticonvulsivante, ansiolitica e antinociceptiva dos extratos ECAA,

EREV, ESIM, EPAU e EPUL.

5. 2 EFEITOS DOS EXTRATOS ECAA; EREV; EPAU; ESIM; EPUL NO TESTE DE
CONVULSOES INDUZIDAS PELO PENTILENOTETRAZOL (PTZ)

Iniciou-se com o Teste de convulsdes induzidas por Pentilenotetrazol (PTZ), pois
constitui um modelo considerado adequado para pesquisas e é considerado um modelo de
triagem pré-clinica para drogas anticonvulsivantes, podendo ser utilizada como modelo de
crises tonico-clonicas (QUINATANS; MELLO, 2006; SMITH et al, 2007). Essa substancia
atua como inibidor de canais de cloreto associados aos receptores GABAa (LOSCHER et al,

1998).

A respeito a ocorréncia de ataques convulsivos durante os testes com PTZ, os grupos
experimentais e o grupo controle apresentaram convulsdes dos tipos clonica e tonico/clonica,
sendo grande maioria convulsdes tonico-clonicas seguidas de morte como é demonstrado no
Grifico 1. Em comparagido ao grupo controle (70,0+£5,3) apenas o EPAU (269,2+113,5)
promoveu um significativo aumento da laténcia. J4 o grupo tratado com a droga padrdo
Diazepam (900,0+£0,0) na dose 4 mg/Kg (i.p.) demonstrou resultados significativos quando

comparado ao grupo controle (**p<0,01)
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Grifico 1: Efeito dos extratos ECAA; EREV; EPAU; ESIM; EPUL sobre convulsdes induzidas pelo
Pentilenotetrazal (PTZ). Os valares estdo expressos em medias + e.p.m Teste de Dunnet. *p<0,05 e **p<0.01
comparando com o veiculo (controle)

Latencia para primeira convulséao (s)

Os extratos ndo foram capazes de inibir as convulsdes mioclonicas e tdonico/clonicas
no teste das quimioconvulsdes induzidas pelo PTZ como pode ser visto nos resultados, sendo
que apenas o extrato EPAU conseguiu promover um pequeno aumento na laténcia em relacao

ao grupo controle.

5. 3 EFEITOS DOS EXTRATOS ECAA; EREV; EPAU; ESIM; EPUL NO TESTE DO
LABIRINTO DE CRUZ ELEVADO

O segundo teste a ser realizado foi o labirinto de cruz elevado, que se baseia na
conduc¢io do animal e seus conflitos entre o medo (espago aberto e a novidade) e a exploracdo
(toda a regido do labirinto de cruz elevado). A quantidade de entradas nos bragos abertos tem
sido usada como indicio de ansiedade (MARTINS et al., 2004). Normalmente, os
camundongos tém a preferéncia pelos bracos fechado, evitando os bracos abertos, ou seja,

espera-se um tempo maior nos bragcos fechados (RODGERS et al., 1997).
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Os resultados apresentados no Grafico 2 demonstram que os animais tratados com o0s

extratos ECAA (33,0+6,1 s), EREV (6,3+2,3 s), EPAU (13,0+3,3 s), ESIM (5,7£1,8 s) e
EPUL (27,7£7,7 s) na dose de 200 mg/kg (via i.p.) ndo obtiveram aumento significativo no
tempo de permanéncia nos bracos abertos em relacdo ao grupo controle (51,7£12,2 s).
Contudo, o grupo tratado com a droga padrdo (129,3+21,3 s) tratado com Diazepam na dose 2
mg/Kg (i.p.) demonstrou resultados significativos quando comparado ao grupo controle

(*p<0,05).

Grifico 2: Efeito dos extratos ECAA; EREV; EPAU; ESIM; EPUL sobre o tempo de permanéncia nos bragos
abertos no teste do Labirinto de Cruz Elevado. Os valares estao expressos em medias + e.p.m Teste de Dunnet.
*p<0,05 e comparando com o veiculo (controle).
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Conforme ilustrado no Grafico 3, os animais tratados com os extratos ECAA
(184,7,0£12,3 s), EREV (215,0+12,2 s), EPAU (193,746,1 s), ESIM (237,748,5 s) e EPUL
(190,7£12,2,7 s) na dose de 200 mg/kg (via i.p.) ndo apresentaram aumento significativo no
tempo de permanéncia nos bracos fechados quando comparado com o grupo controle

(188,7+12,3 s). Todavia, o grupo tratado com a droga padrdao (121,5+17,6 s) tratado com
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Diazepam na dose 2 mg/Kg (i.p.) demonstrou resultados significativos quando comparado ao

grupo controle (*p<0,05).

Grifico 3: Efeito dos extratos ECAA; EREV; EPAU; ESIM; EPUL sobre o tempo de permanéncia nos bragos
fechados no teste do Labirinto de Cruz Elevado. Os valares estdo expressos em medias + e.p.m Teste de Dunnet.
*p<0,05 e comparando com o veiculo (controle).

Tempo de Permanéncia
(Bracos fechados) (5)

N3ao foi observado nenhuma modificacdo comportamental que sugerisse uma possivel
atividade ansiolitica, j4 que todos os extratos ndo produziram um aumento significativo no

tempo de permanéncia nos bracos abertos.

5. 4 EFEITOS DOS EXTRATOS ECAA; EREV; EPAU; ESIM; EPUL NO TESTE DA
FORMALINA

Em seguida foi realizando o teste da formalina que avalia a atividade
antinociceptiva/anti-inflamatdria, que consiste em um modelo valido e seguro de nocicepgao e
sensivel a diversas classes de substancias com principios analgésicos. Para que o modelo seja

valido ele precisa apresentar algumas caracteristicas: ser especifico (o estimulo nociceptivo
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deve elicitar uma resposta que possa ser diferenciada em nociceptiva e ndo-nociceptiva),

sensivel, realizdvel e reproduzivel (CELEDONIO, 2008).

A formalina age como um estimulo e induz uma dor moderada e de longa duracao que
possui uma conexao com a lesdo no tecido da pata. O teste se divide em duas fases: a primeira
fase ocorre devido a acdo direta sobre as terminacdes nociceptoras periféricas (principalmente
pela ativacdo das fibras C) (HEAPY et al., 1987). J4 a segunda fase estd relacionada a
mediadores inflamatérios locais, como: prostaglandinas, serotonina, histamina, bradicinina

(FONSECA et al., 2007).

Conforme é demonstrado no Grafico 4, durante a 1* fase deste teste, durante os cinco
minutos apds a inje¢do subplantar na pata posterior direita da solug¢do de formalina a 2,5%, os
camundongos tratados previamente com os extratos ECAA (78,5+11,8 s); EREV (64,0+10,3
s); EPAU (77,8+11,1 s); ESIM (71,7+£10,9 s), todos na dose de 200 mg/Kg, via i.p.
demonstraram alteragdes significativas quanto ao tempo de lambida da pata em relacdo ao
controle. Podemos perceber que o extrato EREV demonstrou maior nivel de significancia
estatistica na redu¢do do tempo de lambida da pata, se comparado ao controle (114,3+4,9 s) e
ao grupo tratado com ECAA, que ja evidenciou resultados semelhantes para esta atividade em

trabalhos relatados na literatura (MAIA, 2009).
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Grafico 4: Efeitos dos Extratos ECAA; EREV; EPAU; ESIM; EPUL na 1? fase do teste da formalina. Os valores
estdo expressos em média = e.p.m. ANOVA “one-way” seguido pelo Teste de Dunnett. * p<0,05 e **p<0,01
comparando com o veiculo (controle).

1209 -T
110+
100 4
90 -
80 -
70+
60 -
50+
40 -
30+
20 -
10 -

Tempo de lambida da pata (s)

Como ¢ representado no Grafico 5, a respeito da 2% fase do teste da formalina os
animais administrados com ECAA (75,8+33,5 s), EREV (24,0,0£16,0 s) e ESIM (49,7,7+32,2
s) demonstraram uma diminui¢do no tempo de lambida da pata se comparado ao controle
(196,0+32,1 s). Os extratos EREV (24,0,0+16,0 s) e ESIM (49,7,7+32,2 s) mostraram-se
especialmente eficazes nesse teste, pois o tempo de lambida na 2* fase do teste apresentou
mesmo nivel de significancia do grupo padrdo (controle positivo) tratado com Morfina, na

dose de 10 mg/Kg (i.p.) (48,8+16,9 s).
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Grafico 5: Efeito dos extratos ECAA; EREV; EPAU; ESIM; EPUL na 2° fase do teste da formalina. Os valores
estdo expressos em média + e.p.m Teste de Dunnet. *p <0,05 e **p<0,01 comparando com veiculo (controle).
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Com os dados apresentados (Gréfico 4 e 5) observou-se que os extratos ECAA,
EREV, EPAU, ESIM, EPUL na 1 * fase produziram uma reducdo da resposta nociceptiva se
comparado ao controle, no entanto apenas os extratos EREV e ESIM obtiveram uma redugdo
abaixo do ECAA (extrato ja pesquisado e com potencial antinociceptivo). Na 2 * fase do teste,
os extratos ECAA, EREV, EPAU e ESIM obtiveram redugdo do tempo de lambida da pata se
comparados ao controle, porem apenas os extratos EREV e ESIM conseguiram resultados
abaixo do extrato ECAA. Esses resultados demonstram que os extrato EREV e ESIM

possuem atividade antinociceptiva e anti-inflamatério.

E interessante considerar que os medicamentos de acdo central como os opidides
inibem ambas as fases do teste da formalina, ja drogas que atuam em periféricos, tais como

drogas anti-inflamatdrias sdo eficazes apenas na segunda fase (MOTA et al.,2011).
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5.5 EFEITOS DOS EXTRATOS EREV E ESIM NO TESTE DA PLACA QUENTE

Para certificac@o da potencial acdo antinociceptiva dos extratos EREV e ESIM no teste
da formalina seguiu-se com teste da placa quente que avalia o tempo de permanéncia e a
reacdo do animal a estimulos térmicos. O método tem maior especificidade para atividade
antinociceptiva de drogas que atuam no SNC, como analgésicos narcéticos (POMPEU et al.,

2012).

Os roedores tém a tendéncia de reagir a estimulos térmicos com uma certa laténcia
como: lamber uma das patas, levantar uma das patas, levantar e at€¢ mesmo pular, reagdes que
indicam nocicepg¢do. Para preservar o animal e evitar lesdes teciduais o tempo de permanéncia
maxima para uma boa resposta € de 30 s (ALMEIDA, 2006). Nesse teste foram utilizadas
duas doses de 50 e 100 mg/kg, via i.p. dos extratos EREV e ESIM. A resposta ao estimulo foi
quantificada em duas etapas: 30 min e 60 min apds o tratamento com as doses mencionadas.
Foi observado que ambas as doses de 100 mg/kg sugeriram uma atividade antinociceptiva,
com eficacia semelhante a da Morfina, mas com uma poténcia bastante inferior ja que a dose

dos extratos é muito superior a droga padrao.

No teste da placa quente, ap6s 30 minutos da administragcdo foi observado (Grafico 6)
aumento significativo (p<0,05) no tempo de permanéncia dos animais tratados com o extrato
de ESIM na dose de 100 mg/kg (16,82+3,955 s), valor proximo ao da droga padrdao Morfina
na dose 10 mg/Kg (17,051,102 s).

Entretanto, quando tratado com o ESIM na dose de 50 mg/kg (8,90+0,9626 s), apds 30
minutos da administragdo, ndo houve nenhuma alteracdo significativa no tempo de

permanéncia na placa em relagdo ao grupo controle (veiculo) (8,90+0,9626 s).
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Grifico 6: Efeito do extrato ESIM nas doses de 50 mg/kg e 100 mg/kg no teste da placa quente, apds 30
minutos da administra¢do. Os valores estdo expressos em média + e.p.m. * p<0,05 e **p<0,01 comparando com
o veiculo (controle) pelo Teste de Dunnett.
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No teste da placa quente realizado apés 60 minutos da administracdo (Grafico 7),
apenas a Morfina na dose 10 mg/kg (5,06+0,581 s) apresentou diferenca significativa
(p<0,01) frente ao controle (2,15+0,291 s). A permanéncia na placa quente para oOs
tratamentos ESIM 50 mg/kg, ESIM 100 mg/kg foram respectivamente: 3,85%0,726;
4,00+£1,273 segundos.
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Grifico 7: Efeito do extrato ESIM nas doses de 50 mg/kg e 100 mg/kg no teste da placa quente, apds 60
minutos da administrag¢do. Os valores estdo expressos em média + e.p.m. * p<0,05 e **p<0,01 comparando com
o veiculo (controle) pelo Teste de Dunnett.
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No teste da placa quente ap6s 30 minutos de administracdo do EREV foram obtidos
resultados semelhantes ao ESIM. Conforme mostra o Grafico 8, os grupos tratados com o
EREV 100 mg/kg (17,154,288 s) e com a Morfina 10 mg/kg (17,051,102 s) apresentaram

resultados significativos (p<0,05) em relacdo ao grupo controle (6,78+1,331 s).

O grupo EREV administrado com a dose de 50 mg/kg (11,00+2, 264 s) ndo apresentou
tempo de permanéncia significativo em relacdo ao grupo controle (6,78+1,331 s) pelo teste de

Dunnet.
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Grifico 8: Efeito do extrato EREV nas doses de 50 mg/kg e 100 mg/kg no teste da placa quente, apds 30
minutos da administra¢do. Os valores estdo expressos em média + e.p.m. * p<0,05 e **p<0,01 comparando com
o veiculo (controle) pelo Teste de Dunnett.

Tempo de Permanéncia (Placa Quente)
em Segundos

No teste da placa quente realizado apés 60 minutos da administracdo (Grafico 9),
apenas a Morfina na dose 10 mg/kg (5,060,581 s) apresentou diferenca significativa
(p<0,01) frente ao controle (2,51+0,291 s). A permanéncia na placa quente para os
tratamentos com ESIM 50 mg/kg e ESIM 100 mg/kg foram respectivamente: 2,00+0,503;
1,85+0,345 segundos.
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Grifico 9: Efeito do extrato EREV nas doses de 50 mg/kg e 100 mg/kg no teste da placa quente, apds 60
minutos da administra¢@io. Os valores estdo expressos em média + e.p.m. * p<0,05 e **p<0,01 comparando com
o veiculo (controle) pelo Teste de Dunnett.
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As plantas desempenham um papel de extrema importancia na descoberta de novas
drogas e medicamentos fitoterdpicos. Isto demonstra claramente a grande importancia no
papel socioecondmico da pesquisa no Brasil, mas também porque permite um conhecimento
maior da cultura e de como aproveitar essa biodiversidade de forma consciente e com o

maximo de aplicacdo (ALMEIDA, 1993).

A regiao Nordeste do Brasil apresenta uma diversidade de espécies nativas que sdo
conhecidas pelas suas propriedades medicinais e pelo uso continuo da populacido na medicina
tradicional (MENDES, 2012). Nesse sentido, uma diversidade de estudos estd sendo
realizadas com intuito de descobrir novas substancias com principios farmacolégicos

(MAIOR, 2011; LOIOLA, 2013)

O género Erythroxylum engloba aproximadamente 31% das espécies registradas para o
nordeste brasileiro sendo 13 espécies endémicas no estado da Paraiba (LOIOLA et al, 2007).
Pesquisas relacionadas a atividade farmacoldgica das espécies desse género demonstraram
Otimos resultados com atividades psicoativas, antimicrobiana e antitumoral (AGUIAR, 2011;

MAIA et al., 2014).
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A presente pesquisa buscou investigar os efeitos psicofarmacoldgicos dos extratos

metanodlicos das espécies Erythroxylum caatinagae, Erythroxylum revolutum, Erythroxylum
simonis, Erythroxylum pauferrense e Erythroxylum pulchrum em camundongos e para
determinar possiveis atividades ansioliticas, anticonvulsivantes ou antinociceptiva dos

extratos.

Desta forma, demonstrou-se que com base nos dados experimentais € possivel concluir
que os extratos ECAA, EREV e ESIM possuem efeitos psicofarmacoldgicos que sugerem

acdo de droga depressora do SNC e com propicia atividade antinociceptiva.

6 CONCLUSOES

A 1investigacdo dos efeitos psicofarmacoldgicos dos extratos metandlicos obtidos das
espécies Erythroxylum caatingae, Erythroxylum revolutum, Erythroxylum simonis,
Erythroxylum pauferrense e Erythroxylum pulchrum em camundongos, na dose e na via

testada, permitiu elaborar as seguintes consideracdes finais:

- Nenhum dos extratos evidenciou efeito de inibicdo das convulsdes induzidas por

pentilenotetrazol, o que demonstra auséncia de atividade anticonvulsivante.

- No teste de labirinto de cruz elevado, os extratos nao evidenciaram nenhuma atividade

ansiolitica.

- Os extratos ECAA, EREV, EPAU e ESIM demonstraram alteragdes significativas quanto ao

tempo de lambida da pata na 1 * fase do teste da formalina.

- Os extratos ECAA, EREV e ESIM obtiveram bons resultados diminuindo o tempo de
lambida da pata na 2 * fase do teste da formalina, sugerindo uma possivel atividade

antinociceptiva.

- Os extratos EREV e ESIM demonstraram o aumento da laténcia no teste da placa quente

ap6s 30 min na dose de 100 mg/kg, indicando possivel atividade antinociceptiva.
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- O estudo psicofarmacoldgico das espécies do género Erythroxylum levou a descobertas
notaveis, nao s6 pela atividade antinociceptiva dos extratos metandlicos EREV e ESIM, mas
também pelo fato de ndo haver registros na literatura sobre suas atividades
psicofarmacoldgicas. Esse fato engradece essa pesquisa, sendo o primeiro relato sobre a

atividade antinociceptiva dessas duas espécies E. revolutum e E. simonis.
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