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1. RESUMO

Na terapéutica popular a Erythrina velutina (EV), planta da familia Fabaceae, é utilizada
como analgésico, anticonvulsivante, ansiolitico ou sedativo e no combate a insonia.
Pesquisas com roedores sugerem que extratos de EV apresentam perfil ansiolitico e
amnéstico. Neste contexto, 0 objetivo deste estudo foi investigar o efeito do extrato
bruto e da fracdo alcaldide de VE em ratos submetidos ao labirinto em cruz elevado
(EPM) e ao teste de esquiva inibitoria. Para isso, realizamos dois experimentos: No
Experimento 1, camundongos Suicos foram separados aleatoriamente em 10 grupos de
acordo com o tratamento, midazolam (MDZ, 0, 2,0 mg/Kg, ip), extrato bruto (50, 100,
200, 400 e 800 mg/Kg, v.0) e extrato de alcaloidico (3,0, 10 e 30 mg/Kg, v.0). Trinta
min. apés a administracdo das drogas os animais foram expostos ao EPM. No
Experimento 2, os animais foram separados em 2 grupos: sem choque nas patas (S/EE)
e com choque nas patas (C/EE). Trinta minutos apds a administracdo de salina (v.0), 0s
ratos foram expostos ao choque nas patas (0.3mA, 15 s) ou nédo e entdo foi realizada a
exposicdo 1, para avaliagdo da laténcia de descida da plataforma (L1). Vinte e quatro
horas ap6s a medida de L1, os animais receberam MDZ, extrato bruto ou alcaloidico de
EV. Trinta min. apds a administracdo das drogas os animais foram reexpostos sobre a
plataforma (sem choque) para avaliar a laténcia (L2). No Experimento 1, a analise de
variancia (ANOVA) mostrou que o extrato bruto de EV (50mg/Kg, v.0.) aumentou a
porcentagem de entrada, e de tempo gasto nos bragos abertos do labirinto, enquanto as
doses de (100 e 800 mg/Kg, v.0.) somente aumentaram a porcentagem de entradas no
LCE. No Experimento 2, a ANOVA de duas vias (fator 1: choque e fator 2: tratamento)
mostrou efeito significativo para a exposicdo ao estimulo aversivo (P < 0,05),

tratamento (P < 0,05) e interagéo entre os fatores (P < 0,05). O post hoc mostrou que o

12



extrato bruto de EV (400 mg/Kg, v.0) e a fracdo alcaloidica (30 mg/Kg, v.0) produziram
diminuicdo significativa da laténcia de descida nos animais previamente expostos ao
estimulo aversivo (choque). Neste sentido, demonstramos que ambos 0s extratos, bruto
e alcaloidico de EV produziram efeito ansiolitico sobre o comportamento de

camundongos avaliados no LCE e na esquiva inibitoria do tipo descida da plataforma.
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2. ABSTRACT

In the popular therapy Erythrina velutina (EV), plant family Fabaceae, is used as an
analgesic, anticonvulsant, anxiolytic or sedative and combating insomnia. Previous
studies performed in rodents suggest that extracts of EV have anxiolytic and amnesic
effect. In this context, the objective of this study was to investigate the effect of gross
extract and alkaloid fraction of EV in mice submitted to elevated plus-maze (EPM) and
inhibitory avoidance test. For this we conducted two experiments: for Experiment 1,
Swiss albino mice were randomly assigned in 10 groups according to the treatment
midazolam (MDZ- 0, 2.0 mg/Kg, i.p.); gross extract (50, 100, 200, 400 e 800 mg/Kg,
p.0.) and alkaloid extract (3.0, 10 e 30 mg/Kg, p.0.). Thirty minutes after drug
administration they were exposed to the EPM. For Experiment 2, animals were assigned
in 2 groups: no footshock (NFS) and with footshock (WFS). The first exposure, thirty
min. after saline administration (p.o) mice were exposed to the footshock (0.3mA, 15 s)
or not. Twenty-four hours after the first exposure, animals received MDZ, gross extract
or alkaloid extract. Thirty min. after the drugs being administrated, they were re-
exposed over the platform (no shock) to evaluate the latency (L2). In Experiment 1,
one-way independent analysis of variance (ANOVA) shows that EV (50 mg/kg),
enhanced the percentage open arm entries and percentage open time, but the doses (100
and 800 mg/kg) only resulted on significant increase of percentage open arm entries in
EPM. In experiment 2, the two-way independent ANOVA (Factor 1: shock x Factor 2:
treatment) shows significant effect to aversive stimuli exposure (P < 0.05), treatment (P
< 0.05) and interaction between factors (P < 0.05). The post hoc shows that the
treatment with gross extract of EV (400 mg/Kg) and alkaloid fraction (30 mg/Kg)

resulted on significant decrease of latency on animals previously exposed to aversive
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stimuli. In this sense, we demonstrated that gross extract and alkaloid extract of EV had
anxiolitic-like effect on the anxiety of mice submitted to EPM and inhibitory avoidance

test.
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3. INTRODUCAO
3.1 Erytrhina velutina

O uso de plantas constitue uma alternativa amplamente utilizada pela populagéo
para o tratamento de transtornos ansiosos como calmante (BERNICK et al., 1997;
CALIXTO, 2000, 2001), na tentativa de evitar os ja conhecidos efeitos colaterais do uso
dos benzodiazepinicos, buspirona e antidepressivos (ANDREATINI et al., 2001; MITTE et
al.,, 2005). Desta forma, o desenvolvimento de novos farmacos ansioliticos que
apresentem efeitos colaterais reduzidos € de extrema importancia para o tratamento do
transtorno de ansiedade.

O género Erythrina ocorre nas regides tropicais e sub-tropicais do mundo,
incluindo aproximadamente 110 espeécies, das quais 70 sdo nativas da Ameérica
(VASCONCELOS et al, 2003). No Brasil sao relacionadas cerca de doze espécies
(EPAMIG, 1993), sendo as duas principais E. velutina, originaria do nordeste e E.
mulungu, nativa do sudeste (VASCONCELOQOS et al, 2004). Tanto a E. velutina quanto a
E. Mulungu sdo conhecidas popularmente por mulungu, mas a E. velutina é também
conhecida como suing, canivete e corticeira (LORENZI e MATQOS, 2002).

Especial atencdo tem sido reservada as espécies E. mulungu (EM) e E. velutina
(EV). Alguns estudos tém demonstrado que o uso da EM e da EV, promove efeitos
anticonvulsivante, ansiolitico e analgésico (ONusIcC et al., 2002, 2003; VASCONCELOS et
al., 2003, 2004). Especificamente a EV, na terapéutica popular, é frequentemente usada
para o tratamento da ansiedade, agitacdo e insonia (TESKE e TRENTINI, 1995; RABELO et
al., 2001; LorRENzI € MATOS, 2002; ONusIC et al., 2002; VASCONCELOS et al., 2004).

Tais usos populares levam a inferéncia, a ser cientificamente atestada, de que

plantas desse género apresentam atividades modulatérias no sistema nervoso central
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(SNC). A casca de E.velutina é também utilizada no tratamento de verminoses, tosses,
bronquites e hemorroidas, além de apresentar evidente acdo anestésica local. O decocto,
infusdo feita em agua, € utilizado para acelerar a maturacdo de abscessos gengivais
(LORENZI e MATOS, 2002).

Ao fruto seco, atribui-se a acdo anestésica local (LORENZI e MATQOS, 2002).
Porém, até o momento, ndo foram confirmadas a eficacia e seguranca desses dados
descritos pela populacdo, apesar de estudos farmacoldgicos com a Erythrina velutina
em animais de laboratério mostrarem uma significativa atividade curarizante e
antimuscarinica além de efeito depressor do SNC (LORENZI e MATOS, 2002).

As plantas desse género também sdo conhecidas por apresentarem em sua
composicdo, alcaldides, flavondides e terpenos (AMER et al., 1991; DECKER et al.,
1995). Trabalhos anteriores com EV identificaram a presenca de flavonoides e
alcaldides nas folhas e cascas do caule (CUNHA et al., 1996; RABELO et al., 2001). Em
especifico para os flavondides encontram-se a homohesperetina, cuja funcdo na
terapéutica popular consiste em seus efeitos anti-inflamatérios, antialérgicos e
vasoproterores (tratamento de trombose); a 4’-O-metil-sigmoidina; a erivelutinona
(2’,4’-dihidroxi-6-prenil-7-methoxisoflavanona), e a faseolidina, um produto de
atividade antimicrobiana. Dentre os alcal6ides, temos nessa classe a presenca da
eritravina e 11-hidroxi-eritravina (CUNHA et al., 1996; RABELO et al., 2001).

Estes alcaldides foram identificados em 1937 por Folkers e Major
(NKENGFACK et al, 1994; AMER et alet al, 1991). Em geral, causam depressao
neuroldgica, astenia e paralisia muscular, semelhante a provocada pelo uso de curare
(AMER et al, 1991; DECKER et al, 1995). Estas substancias sdo facilmente absorvidas

pelo trato gastrintestinal e rapidamente eliminadas pelos rins (AMER et al, 1991).
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Apesar da divergéncia entre alguns autores, presume-se que os alcaldides da Eythrina
sp. sejam biossintetizados a partir da tirosina, via condensacdo de duas moléculas de
dopamina (RABELO et al, 2001).

A diidro-B-eritroidina, outro alcaléide isolado deste género, é um antagonista
competitivo dos receptores neuroniais nicotinicos para a acetilcolina (DANTAS et al,
2004) que, dependendo da dose pode apresentar efeito curarizante (LEHMAN, 1937). A
erisodina, um antagonista de receptores nicotinicos mais potente e seletivo que diidro-f-
erytroidina, foi isolado por DECKER et al em 1995. Com relagcdo ao mecanismo de acao,
MARcIO et al (2007) sugerem que o antagonismo pode ser devido a uma interacdo pré-
sinaptica das substancias do extrato com canais de K+ ATP- dependentes nos neurdnios
simpaticos. De acordo com pesquisas recentes esses alcaldides diminuem o
comportamento agressivo do animal (GARIN et al, 2000).

Os extratos de E. velutina e E. mulungu suprimem ataques apoplécticos e, por
essa razdo, infere-se a supressdo desses ataques se deva ao bloqueio da interacdo de
glicina com seus receptores no SNC (SILVANIA et al, 2006). Embora os mecanismos
convulsivantes sejam pouco entendidos ja se sabe que, durante o fendbmeno, ocorre a
inibicdo da condutancia de cloreto em neur6nios gque apresentam sitios para ligantes no
complexo de receptores GABA (MIRSKY E FERRENDELLI, 1987). A atividade
anticonvulsivante observada com extratos de E. velutina é, provavelmente, devido a

alteracdes no mecanismo inibidor da glicina (SILVANIA et al, 2007).

3.2 Ansiedade
A ansiedade ou angustia, como condicéo afetiva, € assunto de antigo interesse do

pensamento ocidental, com origens tanto na medicina, quanto na filosofia (Pereira,
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2004). E um fendmeno presente na vida do homem, desde, talvez, seu proprio
surgimento e evolucdo, e ndo conseqiiéncia da vida moderna (Nutt, 1990; Dractu e
Lader, 1993).

O valor adaptativo da ansiedade é importante para que o individuo apresente um
melhor desempenho em determinadas situagbes, como por exemplo, no
desenvolvimento de atividades intelectuais (Graeff, 1999). Porém, quando o nivel de
ansiedade ultrapassa determinado limiar, que varia de pessoa para pessoa, esta passa a
ser considerada patoldgica, condicdo denominada Transtorno de Ansiedade. A distingédo
entre a ansiedade normal e a patoldgica baseia-se na intensidade e duracdo das
manifestacdes, no grau de limitacdo provocado e na proporcionalidade entre o evento
desencadeante e a reacdo do individuo. Portanto, quando a ansiedade € intensa,
persistente, desproporcional as possiveis causas aparentes e interfere de maneira
consideravel no funcionamento do individuo, deve ser considerada doenca e alvo de
intervencdo médica (Nutt, 1990; Hetem, 2004).

A ansiedade estd intimamente aliada ao medo apropriado e, com frequéncia,
cumprindo propositos psicobiologicamente adaptativos. Clinicamente pode-se dizer que
é uma "doenca" associada aos disturbios psiconeurdticos. Nao é facilmente explicada
em termos bioldgicos ou psicoldgicos; as hipoteses atuais implicam em hiperatividade
dos sistemas adrenérgicos ou alteracdo dos sistemas serotoninérgicos no sistema
nervoso central (SNC) (STEIN e UHDE, 1998).

O conceito de ansiedade nao envolve um construto unitario, principalmente no
contexto psicopatolégico. A complexidade do fendmeno e a ambiguidade das descricoes
tedricas da ansiedade justificam a caréncia de avaliagBes dos circuitos neurais

envolvidos nesses processos de tal forma que numerosos esforgos tém sido feitos na
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tentativa de defini-la e avalia-la operacionalmente (STEIN e UHDE, 1998). Contudo,
em meio a essa diversidade de descri¢fes, é consenso que a origem da ansiedade, e de
outras alteracdes emocionais, estejam intimamente relacionadas com as reacdes de
defesa dos animais, as quais ocorrem em resposta aos estimulos ou situacdes de perigo
normalmente encontrados no ambiente em que vivem (GRAEFF e GUIMARAES, 1999).

A classificacdo dos transtornos de ansiedade pela Organizacdo Mundial de
Salde (OMS) é feita em acordo com os dados do Diagnostic Statistical Manual
Disorders (DSM-IV) e com o Cddigo Internacional de Doencas (CID-10) (tabela 1).
Para realizacdo desse trabalho utilizam-se dados referentes as manifestacdes somaticas
(tabela 2), psiquicas (tabela 3) e as estatisticas clinicas. A principal finalidade desse
processo é reduzir a aleatoriedade de diagnosticos psiquiatricos. Vale ressaltar que
diferentes formas de ansiedade respondem a diferentes tratamentos farmacoldgicos e

abordagens terapéuticas.

Tabela 1 — Classificacio dos Transtornos de Ansiedade Segundo 0 DSM-IV

Transtorno do Panico com Agorafobia

Transtorno do Panico sem Agorafobia

Agorafobia sem Historia de Transtorno de Panico
Fobia Social

Fobia Especifica

Transtorno Obsessivo Compulsivo

Transtorno de Estresse Pds-Traumatico
Transtorno de Estresse Agudo

Transtorno de Ansiedade Generalizada
Transtorno de Ansiedade Devido a uma Condicdo Médica Geral
Transtorno de Ansiedade Induzida por Substancia
Transtorno de Ansiedade sem Outra Especificacdo

Classificacio dos transtornos mentais e de comportamento — CID-10, 1993; American Psychiatric
Association — DSM-IV-TR, 1995).

Tabela 2 — Manifestacoes Somaticas da Ansiedade
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Cardiovasculares

Aumento da pressdo arterial e da freqiiéncia cardiaca
Palpitagdes

Extra-sistole

Dor/ desconforto toracico

Gastrointestinais

Boca seca

Dificuldade de degluticdo
Néuseas e vOmito

Diarréia

AlteracBes do apetite
Desconforto epigastrico
Sensagdo de “bola na garganta”

Geniturinério

Aumento do nimero de miccbes
Hesitacdo e /ou urgéncia urinaria
Amenorréia

Otoneuroldgico

Dor de Cabeca
Tonturas

Tremor

Hiper-reflexia
Parestesias

Sensacéo de instabilidade
Midriase/ visdo borrada
Zumbido no ouvido

Perturbac6es do sono

Ins6nia
Sono entrecortado e/ou pouco repousante

Respiratorios

Sensacéo de falta de ar
Aumento da freqiiéncia respiratéria
Encurtamento dos movimentos respiratorios

Sexuais

Diminuigéo da libido
Frigidez

Impoténcia
Ejaculacéo precoce

Tensdo Motora

Tremor
Tensdo Muscular

Inquietacdo
Dor muscular
Sensacéo de fraqueza

Vasomotores

Extremidades frias
Calafrios e/ou ondas de calor

Rubor
Sudorese
Palidez

Adaptada do DSM-IV e CID-10 (Classificacio dos transtornos mentais e de comportamento-
CID10, 1993; American Psychiatric Association —- DSM-IV-TR, 1995).

Tabela 3 — Manifestacoes Psiquicas da Ansiedade
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Agressividade

Desejo de escapar de certas situagdes
Desrealizagdo

Impulsividade

Nervosismo

Medo de perder o controle

Panico

PreocupacBes desnecessariamente exageradas
Sensacao de “estar no limite”

Sensagdo de medo, de “estar assustado”
Apreensdo

Despersonalizagdo

Ideacdo suicida

Irritabilidade

Medo de ficar louco ou fora de si

Medo de morrer

Prejuizo da atencdo/ concentracao
Sensacdo de desassossegado, mal estar
Sensacdo de estar “sempre ligado”
Sensacdo de perigo eminente

Adaptada do DSM-IV e CID-10 (Classificacido dos transtornos mentais e de comportamento-
CID10, 1993; American Psychiatric Association —- DSM-IV-TR, 1995).

Com relagéo ao tratamento do estado de ansiedade que se relata atualmente na
clinica, pode-se afirmar que se faz geralmente pelo uso de farmacos cujos principios
ativos sao sintéticos, dentre esses, as trés principais classes com seus respectivos efeitos
adversos, sdo:

Betablogueadores: ndo tém uma acdo direta no componente emocional da
ansiedade, mas a melhora dos sintomas fisicos leva a uma melhora da ansiedade
subjetiva. Contra-indicados para pacientes com asma, doenca obstrutiva cronica,
insuficiéncia cardiaca e diabetes tipo 1, 2. Podem apresentar ainda os seguintes efeitos
colaterais: tontura, hipotenséo e distarbios do sono (ALMEIDA-FILHO, 1997).

Inibidores Seletivos de Recaptacdo de Serotonina (ISRS): drogas de primeira

escolha no tratamento de fobias sociais. Os efeitos adversos mais frequentes séo
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alteracdes do padrdo de sono, nausea, agitacdo ou ansiedade, cefaléia, o aparecimento
de disfuncgéo sexual e 0 aumento do peso (STEIN et al.,1998).

Benzodiazepinicos: agentes extremamente eficazes no tratamento da ansiedade
(DAVIDSON et al., 1993). Apesar da alta eficacia diversos fatores limitam seu uso
como a sedacdo, fadiga, prejuizos no funcionamento psicomotor e cognitivos, interacdo
com alcool, sindrome de retirada e uma demora de aproximadamente 2 semanas para se

obter os efeitos terapéuticos desejados pelo paciente (LEPOLA et al., 1994).

3.3 Neurobiologia das reacoes de defesa
Em 1872, Charles Darwin publicou “A4 expressao das emog¢des nos homens e nos
animais”. Neste livro, Darwin fez duas importantes contribuicdes ao campo de estudo
das emocdes. A homologia das expressdes emocionais entre 0s homens e os animais foi
a primeira delas. Darwin observou similaridade na forma de expressdo das emocdes
entre os animais e 0 homem. Nesse sentido, a utilizacdo de modelos animais permite
investigar os diferentes tipos de transtornos de ansiedade através do emprego de uma
metodologia experimental privilegiando o controle de varidveis e, conseqlientemente,
aumentando a consisténcia interna desse tipo de investigacdo. A segunda contribuicdo
de Darwin foi a nocdo das “emocdes bésicas”. Tais emogdes fundamentais, que incluem
medo, raiva, surpresa e tristeza acompanham individuos de diferentes culturas e
sociedades (Dalgleish, 2004).
A reacdo de defesa nos animais € dirigida por dois sistemas neurais, a saber,
sistema cerebral aversivo e sistema de inibicdo comportamental. Esses sistemas tém,
ademais, suas reacdes acompanhadas por componentes subjetivos e neurovegetativos, e

apresentam, também, uma importante relacdo com a adaptacdo dos organismos animais
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em sua luta pela sobrevivéncia. Vejamos, a seguir (Quadro 1), a respeito das estratégias

basais de defesa que incluem a sua fundamentagdo em estruturas neurais envolvidas no

comportamento de defesa:

Tabela 5- Estratégias basicas de defesa

TIPO DE AMEACA

COMPORTAMENTO

SUBSTRATO NEURAL

Perigo Potencial
(Aproximagéo)

Avaliacéo de Risco/
Inibigdo Comportamental

Cingulado Posterior/
Sistema Septo-hipocampal

Perigo Potencial (Evitacao)

Esquiva

Cingulado Anterior/
Amidala

Perigo Distal

Fuga Ordenada/ Inibicao
da Agressdo

Hipotalamo Medial

Matéria Cinzenta
Periaquedutal

Congelamento/ Luta/ fuga
Desordenada

Perigo Proximal

Sistema cerebral aversivo: Segundo Graeff (1981), h& um sistema cerebral
aversivo responsavel pela determinacdo de comportamento defensivo e também pela
geracdo de estados motivacionais e emocionais aversivos. O sistema descrito por Graeff
(1981, 1990) é formado por estruturas que se relacionam aos processos de agressao e
defesa. Temos, dentre essas estruturas, o hipotdlamo medial, a amigdala, a matéria
cinzenta periaquedutal dorsal (MCDP), o coliculo inferior e as camadas profundas do
coliculo superior (Branddo et al, 1994; Branddo et al., 1999). Segundo os autores, 0s
estimulos incondicionados sdo os mais importantes no processamento efetuado pelo
sistema cerebral aversivo, gerando uma freqliéncia maior de atividades dirigidas para o
ataque e fuga. Por outro lado, os estimulos condicionados, apesar de menos importantes,
produzem respostas de esquiva ou congelamento (ver Diagrama 1).

PadrOes caracteristicos da resposta sdo gerados com a estimulacdo elétrica

dessas estruturas. Dentre eles, temos: atividade motora intensa e saltos, além de reacOes
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neurovegetativas, como o aumento de pressdo arterial e da freqiéncia cardiaca, a
piloerecdo, a miccdo, a defecacdo e a exoftalmia, sendo essas similares aquelas
evocadas em situacdes naturais nas quais o animal é confrontado com estimulos
aversivos ou dolorosos (Deakin e Graeff, 1991; Deakin et al., Graff, 1994).

Segundo Deakin e Graeff (1991), a amidala é uma estrutura que esta envolvida
no condicionamento aversivo, de tal modo que a sua disfuncdo leva ao distarbio de
ansiedade generalizada antecipatoria. De um modo diferente, a MCPD desencadeia
respostas comportamentais a estimulacdo aversiva incondicionada (dor, asfixias e
ameacas inatas, como a presenca de predadores). Por essa razdo, alteraces funcionais
nessa estrutura levam a ocorréncia de disturbio do panico.

Se, por um lado, o sistema cerebral aversivo acarreta o0 envolvimento das
estruturas relacionadas com as estratégias de defesa observadas em situacdes
ameacadoras ou de perigo iminente sabemos, por outro, que o sistema de inibicdo

comportamental € ativado em situaces conhecidas como conflitantes.

Diagrama 1- Sistema Cerebral Aversivo

Matéria Cinzenta
/ Periaquedutal

Estimulos

Nocicentivos \
................................. Amidola

I /' 1

Estimulos
Ameagadores Hipotélamo

l Analgesia
i Hipertensdo

Estimulos ST s Taquicardia
Aversivos Hipofise i Hiperventilacdo

Adaptado de Graeff e Guimaraes (2001).

Luta ou fuga
Imobilidade
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Sistema de inibicdo comportamental (SInC): Segundo Gray e McNaughton
(2000), a ansiedade resulta da ativacdo do sistema de inibicdo comportamental. De
acordo com essa proposicdo, a ativacao do sistema de inibicdo comportamental leva ao
aumento dos niveis de atencdo e vigilancia do organismo. Ainda, faz parte do sistema de
inibicdo o sistema septo-hipocampal (SSH), sendo esse sistema constituido pelo
hipocampo, cortices entorrinal, subicular e cingular posterior e area septal, em adicao as
suas interconexdes e vias monoaminérgicas que inervam estas estruturas prosencefalicas
(ver Diagrama 2).

A ativacdo do sistema de inibicdo comportamental ocorre na demanda de
movimento dirigido a fonte de perigo. Outra forma de se ver esse processo € como 0
conflito de dois tipos comportamentos, o de evitar a fonte de perigo e o de aproximar-se
dele.

A ativacdo do sistema de inibicdo comportamental por estimulos aversivos
condicionados ou estimulos inatos de medo desencadeia, de acordo com Gray e
McNaughton (2000), a supressdo do comportamento corrente. Segundo os autores, a
depender da situacdo, a ativacdo do sistema de inibicdo comportamental pode causar a
imobilidade tensa ou mesmo o congelamento do comportamento do animal. Ainda, se a
ativacdo é determinada por estimulos novos, a inibicdo ocorre geralmente acompanhada
de uma estratégia comportamental de investigacdo cautelosa, ou avaliacdo de risco (risk
assessemt). Importante, no caso de inibicdo determinada por estimulos novos, é que a
atencdo dirige-se a esses estimulos, quando entdo apresentam-se experimentalmente
como potencialmente perigosos.

De acordo com a literatura, o0 SSH desempenha o papel de comparar a sintese

de dados sensoriais que o hipocampo recebe do cortex entorrinal, com as predicoes
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geradas no circuito de Papez. O referido sistema compara, procurando correspondéncia
entre as informacGes recebidas do ambiente com as predi¢fes geradas pelo circuito de
Papez (repetido). Se as informacgdes provenientes dessas duas fontes distintas nao
correspondem, o sistema passa a desempenhar o papel de controlador. Isso significa, em
um sentido mais especifico, que, ao detectar a discrepancia entre o esperado e o
acontecido, determina um quadro de inibicdo comportamental, dirigindo a atengdo do
animal para possiveis fontes de perigo. E importante considerar, igualmente, que,
segundo Gray (1982; 1987), sinais inatos e condicionados de perigo podem também
ajudar determinar a inibicdo comportamental.

Segundo Gray e McNaughton (2000), o papel do SSH é determinar a inibicéo
do comportamento corrente, usualmente com a funcdo avaliativa no que diz respeito ao
grau de ameaca enquanto ocorre uma exploracdo cautelosa do ambiente. No entanto,
para gue isso ocorra, é preciso que haja o aumento dos niveis de atencdo e alerta do
comportamento do animal. Geralmente, a referida reacdo de defesa caracteriza-se pelo
comportamento de avaliacio de risco (risk assessment). E fato, contudo, que a ativago
do sistema ocorre tdo somente em situacdo de conflito entre as tendéncias de
aproximacdo do perigo e de se esquivar. Ndo ocorre, por conseguinte, apenas em
resposta a presenca de estimulos aversivos. E necessaria a ativacdo concomitante do
sistema de inibicdo comportamental e do sistema de congelamento, e o sistema de
aproximacdo comportamental. Trata-se, desse modo, de deixar o animal em uma
situacdo de conflito entre comportamentos de aproximacéo e de esquiva. Geralmente,
em conseqléncia disso temos a supressdo do comportamento corrente, substituida pela
exploragdo do ambiente com um aumento na atencdo e no comportamento de avaliagdo

de risco, e pela anélise de informacges relacionadas na memoria. Nesse caso, a funcéo
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do SSH € controlar a memoria para a resolucdo de conflitos e, para isso, 0 SSH aumenta
a valéncia dos estimulos e associacfes afetivamente negativas. Doravante, a esquiva
torna-se preponderante no conflito aproximacdo/esquiva. Em resumo, como resultado
da ativacdo desse sistema ocorre a alteragdo do equilibrio entre as tendéncias de
aproximacéao e esquiva em direcdo ao comportamento de esquiva (Gray e McNaughton,

2000).

Diagrama 2- Sistema Inibicao Comportamental

Sinais de punigdo
ou frustragac
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Inibigdo
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Aumento da

vigilancia

Aumento da
atengdo seletiva

—

N/

Adaptado de Graeff e Guimaraes (2001).

3.4 Modelos animais de ansiedade

Os modelos animais de ansiedade sdo divididos em dois grupos principais:
modelos baseados em medos inatos ou etologicamente fundamentados e modelos
baseados em aprendizagem associativa.

Os modelos etologicamente fundamentados usam estimulos que desencadeiam
respostas incondicionadas de medo em diferentes espécies animais frente a situacdes
e/ou estimulos naturalmente aversivos. (lugares novos e/ou intensamente iluminados, a

presenca de co-especificos e confrontos com predadores. Esses modelos oferecem
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varias vantagens sobre os modelos de punic¢do por ndo empregarem estimulos nocivos,
como choque elétrico, privacdo de dgua ou de alimentos, por ndo requisitarem o treino
ou a modelagem do comportamento do animal e por apresentarem baixo custo
operacional (PELow et al., 1985; LISTER, 1990). Entre os modelos etologicamente
fundamentados estdo a transi¢do claro-escuro, a interacdo social, o labirinto em cruz
elevado, a interacao presa-predador.

Muitos modelos animais de ansiedade envolvem processos de aprendizagem
associativa baseada no condicionamento classico e/ou operante do medo. Pelo
condicionamento classico, estimulos neutros (condicionados), como sons de baixa
intensidade e luzes, quando associados a estimulos aversivos (incondicionados), como
choques elétricos e sons intensivos, podem desencader respostas de medo/ansiedade
(resposta condicionada). Neste sentido, esses estimulos neutros passariam a desencadear
as respostas de medo/ansiedade em decorréncia de anteciparem para o animal a
apresentacdo de um estimulo aversivo. Ja pelo condicionamento operante, 0s animais
aprendem determinadas estratégias ou tarefas, a fim de diminuir ou suprimir as
conseqliéncias negativas associadas com a apresentacdo real de estimulos aversivos.
Quando as respostas dos animais sdo seguidas de apresentacdo do estimulo aversivo, e
ocorre uma diminuicdo da expressdo deste comportamento no futuro, temos
caracterizada uma situacao de punicdo. Caso as respostas sejam seguidas pela evitacdo
da apresentacao do estimulo aversivo, temos a esquiva. Entre os modelos baseados em
aprendizagem associativa estdo a resposta emocional condicionada, resposta de
sobressalto intensificada pelo medo, o teste de conflito do beber punido e punicdo de

pressdo a barra (GELLER e SEIFTER, 1960, VOGEL et al., 1971).
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3.4.1 O modelo do labirinto em cruz elevado

Um dos modelos mais utilizados na pesquisa da ansiedade em ratos e
camundongos € o labirinto em cruz elevado, que é baseado em respostas
incondicionadas a ambientes potencialmente perigosos. Derivou do trabalho de
Montgomery (1955) e a premissa béasica € que ambientes novos evocam curiosidade e
medo, criando desta forma, um tipico conflito de aproximacéo/esquiva. Montgomery
constatou ainda que o0s ratos apresentavam alto grau de exploracao de espacos fechados
em comparacdo aos abertos e numa chance de escolha, como no labirinto em Y,
preferiam consistentemente os bragos fechados (RODGERS, 1992, RODGERS et al.,
1997). Em seu estudo, Montgomery interpretou a aversdo aos bragos abertos como
sendo gerada pela neofobia (“medo da novidade”, que induziria aversdo e exploragédo) e
pela elevacdo do braco aberto.

Os estudos iniciais com o labirinto em cruz-elevado foram realizados por
Handley e Mithani (HANDLEY e MITHANI, 1984) quando investigavam uma
variedade de agonistas e antagonistas alfa-adrenérgicos. O aparelho situava-se 70 cm
acima do solo e apresentava dois bracos fechados, de face um para o outro, e dois
bracos abertos, também perpendiculares, cada qual medindo 45 x 10 cm. Os bracos
fechados também apresentavam paredes laterais com 10 cm de altura. Os autores
constataram que ansioliticos como diazepam aumentavam a proporcao entre as entradas
nos bracos abertos e o total de entradas, enquanto que agentes ansiogénicos como a
picrotoxina diminuiam esta proporgdo. Assim, estes autores concluiram que o labirinto
em cruz elevado (LCE) seria um modelo valido para analise do comportamento

motivado pelo medo (HANDLEY e MITHANI, 1984).
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Apesar da premissa inicial associando a aversdo dos bracos abertos a altura,
observou-se posteriormente que a tigmotaxia € um importante fator para a aversdo
gerada pelos bragos abertos no LCE (TREIT et al., 1993). A tigmotaxia refere-se a
exploracdo com as fibrissas das éareas abertas, desconhecidas e potencialmente
perigosas. Acredita-se que pertenca a uma categoria de reacdes ao medo,
filogeneticamente determinadas (CHOLERIS et al., 2001).

Posteriormente, Lister (1987) validou o modelo para camundongos. Os indices
primarios de ansiedade no labirinto em cruz elevado eram a fregiiéncia de entradas e o
total de tempo gasto nos bracos abertos. O numero de entradas (total de entradas =
numero de entradas no aberto + nimero de entradas no fechado) sendo considerado
como indice de atividade locomotora (RODGERS et al., 1995, RODGERS, 1992).
Atualmente a atividade locomotora é avaliada pelo nimero de entradas nos bracos

fechados (File, 1992).

3.4.2 O modelo de esquiva passiva do tipo descer da plataforma- step down

No teste de esquiva inibitéria, quando o animal desce da plataforma para
explorar o ambiente (caixa), recebe choque nas patas. Dessa forma, numa segunda
exposicao ao aparato ele evita descer da plataforma, diminuindo a exploracdo da caixa.
O aprendizado de esquiva inibitdria envolve, dentre outros, estimulos como percepg¢édo
visual e espacial, sensibilidade a dor; todos acompanhados de um componente
emocional modulados por hormonios relacionados ao estresse (GoLD, 1986; 1ZQUIERDO,
1989; 1zQUIERDO e MEDINA, 1997). Assim, o teste de esquiva inibitoria apresenta um

procedimento simples, rapido e eficiente para o teste de drogas que modulam o
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comportamento decorrente de aprendizagem. Nele a resposta do animal a eventos

estressantes é condicionada.

3.5 Memoria

A memoria compreende trés processos distintos: aquisicdo, consolidacdo e
evocacdo. Durante os primeiros minutos ou horas ap0s sua aquisicao, ela é suscetivel a
interferéncia de outras memodrias, de drogas ou de tratamentos (IzQUIERDO, 1989;
IZQUIERDO € MCGAUGH, 2000; 1zQUIERDO, 2002; MCGAUGH, 2000,1966). A aquisicao
também é denominada aprendizado. A consolidacdo depende de uma série de processos
metabolicos compreendendo diversas fases e requer de trés a oito horas para ser
consolidada (I1zQUIERDO e MEDINA, 1997). A evocacao é fortemente modulada pelas
vias dopamineérgica, noradrenérgica, serotonérgica e colinérgica. Em geral, os
horménios do estresse melhoram a evocacdo, a exce¢do dos glicocorticoides que a
inibem até mesmo em doses baixas (1zQUIERDO, 2002).

Quanto a duracdo, a memoria pode ser classificada em: memoria de trabalho
(WM), que dura de poucos segundos a minutos e ndo forma arquivos duradouros, ela
gerencia as informacdes do cérebro, decidindo quais as memorias vamos formar ou
evocar; memdria de curta duracdo (STM), ndo forma arquivos, dura de minutos a horas
e ndo necessita de sintese protéica; memoria de longa duracdo (LTM), que permanece
durante horas, dias ou décadas necessita de sintese protéica para ser consolidada
(1zQUIERDO, 2002).

Uma das formas de estudar a memdria € através do aprendizado condicionado. A
esquiva inibitéria € uma tarefa cujos parametros bioquimicos e farmacoldgicos estdo

bem estudados em mamiferos, em especial em roedores (BARROS et al., 2002;
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IZQUIERDO et al., 2006; 1zQUIERDO e MCGAUGH, 2000). Esta tarefa permite avaliar a
memoria de trabalho (WM), de curta duracdo (STM) e de longa duracdo (LTM)
(Izquierdo e Medina, 1995). O condicionamento classico (CC) € um tipo de
aprendizagem em que um organismo aprende a transferir uma resposta natural perante
um estimulo, para outro estimulo inicialmente neutro, que depois se converte em
condicionado. Este processo da-se atraveés da associacdo entre os dois estimulos

(incondicionado e neutro).

3.6 Evidéncias do estudo de E. Velutina em modelos animais de ansiedade e
memoria

Varios trabalhos tém demonstrado efeito ansiolitico da EV em modelos animais
de ansiedade. Neste sentido, o extrato hidroalcoolico de EV promove prejuizo da tarefa
de esquiva inibitoria em ratos submetidos ao labirinto em T elevado (LTE), sugerindo
efeito ansiolitico (RIBEIRO et al., 2006). Outros estudos também corroboram este efeito,
ou seja, em camundongos, o0 tratamento crénico com o extrato hidroalcoolico de EV
produziu aumento da porcentagem de entrada nos bracos abertos do labirinto em cruz
elevado (LCE) (RAuUPP et al., 2008).

Em outros trabalhos, a adminstracdo aguda de doses altas do extrato aquoso de
E. velutina promoveu efeito sedativo e acdo blogueadora muscular, efeito similar ao uso
do diazepam (DANTAS et al., 2004; VASCONCELOS et al., 2004). No entanto, o
tratamento crénico com o extrato hidroalcodlico da casca do caule de E. velutina
apresentou efeito do tipo ansiolitico observado pelo aumento das entradas nos bragos
abertos do labirinto em cruz elevado, sem alteracdo da atividade locomotora em

camundongos (VASCONCELOS et al., 2004). Esse efeito foi similar ao obtido com outras
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especies de Erythrina, como por exemplo, o resultado obtido por FLAUSINO et. al.,
(2007), onde a administracdo de 200 e 400 mg/Kg do extrato bruto de E. mulungu, em
camundongos submetidos ao labirinto em “T” elevado, produziu efeito ansiolitico
comparavel ao promovido pelo diazepam.

Entretanto, em outos estudos foi verificado que a administracdo aguda do extrato
aquoso de EV, pode também produzir efeitos sedativos em camundongos machos e
fémeas, avaliados no LCE e no campo aberto (DANTAS et al., 2004; VASCONCELOS et
al., 2004). Além disso, o extrato aquoso de EV prejudica a habitua¢do no campo aberto
e a tarefa de esquiva inibitdria na caixa claro-escuro (DANTAS et al., 2004).

Desta forma as evidéncias da literatura apontam para os efeitos ansiolitico e de
prejuizo cognitivo promovidos pela EV nos modelos animais estudados. Entretanto,
devido as varia¢Ges encontradas nos estudos tais como, partes da planta utilizada (casca
do caule, flores), diferentes vias de administracdo empregada (oral, intraperitoneal),
sujeitos e género variados (ratos e camundongos, macho e fémea), permanece
indefinido o papel da EV nos modelos animais empregados para avaliar os transtornos

de ansiedade e de memaria aversiva.

4. OBJETIVOS

Nesse contexto, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da administracéo
sisttmica do extrato bruto e da fracdo alcaloidica de Erythrina velutina em
camundongos submetidos aos modelos animais, labirinto em cruz elevado e esquiva

inibitdria do tipo descida da plataforma.
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5. MATERIAL E METODOS
5.1 Material

O material usado neste trabalho foi obtido comercialmente, do mesmo lote, da
empresa Santos Flora, Brasil. O material processado no laboratorio foi a casca do
tronco, que foi submetido a extracdo por processo de maceracdo com etanol/agua
(EtOH/H20) (7:3) durante 7 dias. Em seguida, o extrato foi filtrado e concentrado com
auxilio do rota-evaporador, resultando no extrato hidroalcodlico seco. O residuo seco
foi entdo submetido para uma extracdo acido/base com 10% de acido acético. A solugédo
acida foi extraida com cloroférmio (CHCI3), ajustado para pH entre 9—10 com
NH40H, e extraido com CHCI3 para obtencéo da fracdo alcaloidica.

A preparacdo do extrato ocorreu com o material que foi extraido, como descrito
acima. O extrato bruto foi entdo filtrado e aquecido a 50 °C até reducdo de 50% do
volume inical devido a evaporacdo do alcool. O liquido obtido foi resfriado e

subsequentemente liofilizado para obtencdo do residuo seco.

5.2 Sujeitos

Foram utilizados aproximadamente 360 camundongos machos, suico-albino,
ingénuos, pesando entre 25-30g (n= 10-12 por grupo), provenientes do biotério central
da Universidade Federal de Sdo Carlos-UFSCar. Os animais foram agrupados em
gaiolas coletivas de polipropileno (41 x 34 x 16 cm, 10 por gaiola), mantidos em
condigdes controladas de temperatura (23 = 1 °C), ciclo claro-escuro de 12 horas (luzes
acesas as 7:00 horas), sendo que os testes foram realizados no periodo claro desse ciclo.
Todos os sujeitos tiveram livre acesso a comida e agua, exceto durante as breves sessdes

de teste.
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5.3 Drogas

Midazolam (MDZ) (8-Cloro-6-(2-fluorofenil)-1-metil-4H-imidazo[1,5-a][1,4]
maleato de benzodiazepina), PM: 441,8¢, dissolvido em salina (0,9% NaCl), na dose de
2,0 mg/kg, intraperitonealmente (i.p.), em um volume de injecdo de 0,1ml/10g de
camundongo; extrato bruto de E. velutina (50, 100, 200, 400 e 800 mg/Kg, v.0.); e
fracdo alcaloidica de E. velutina (3, 10 e 30 mg/Kg, v.0.) dissolvidos em salina (0,9%
NaCl). A dose de midazolam foi baseada no estudo de NUNES-DE-SOUZA et al. (2000) e
as doses de extrato bruto e fracdo alcaloidica de E. velutina, foram baseadas em outros

estudos da literatura (ONusiIc et al., 2003; FLAUSINO et al., 2007).

5.4 Aparatos
5.4.1. Labirinto em cruz elevado (LCE)

O labirinto em cruz elevado (LCE) consiste de dois bragos abertos (30 x 5 x 0,25
cm) unidos ortogonalmente a dois bragos fechados com paredes de vidro transparente
(30 x 5 x 15 cm), elevados a 38,5 cm do solo por um suporte de madeira (modificado de
Lister, 1987). Os camundongos foram individualmente colocados sobre a plataforma
central com a cabeca voltada para um dos bracos abertos e puderam explorar o labirinto

por um periodo de 5 minutos.

R

Figura 5. Lbirinto em cruz elevado
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Apds o periodo de teste no LCE, o aparato foi limpo com algoddo umedecido em
solucéo de alcool a 20% e seco com papel toalha. Todas as sessGes foram gravadas por
uma camera (Panasonic-X12) posicionada em um angulo de aproximadamente 45°, para
posterior analise dos resultados. Todos os testes foram conduzidos durante a fase clara
do ciclo de luz (9:00-16:00 h) em condi¢Ges moderadas de iluminacdo medida no centro

do labirinto (77 lux).

5.4.2. Esquiva inibitoria do tipo descida da plataforma (Step-Down-SD)

O SD consiste em uma caixa de ferro (30 x 5 x 15 cm) com uma parede de vidro
removivel; a base é formada por 13 barras de aco inoxidavel espacadas paralelamente
por 1,0 cm de distancia (no interior da caixa, sobre as barras, esta fixada uma plataforma
de madeira 5 x 5 cm). Este aparato é conectado a um painel que permite ao
experimentador ter controle sobre a luminosidade na caixa e sobre a intensidade da
estimulagdo elétrica ao qual o animal é submetido (BERNABEU et al, 1997;

BEVILAQUA et al., 1997; IZQUIERDO et al, 1997) ARDENGH et al, 1997).

Figura 6. Modelo de esquiva inibitoria do tipo descida da plataforma (SD)
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5.5 Procedimento Geral

No dia do teste os animais foram transportados a sala de experimentos e la
permaneceram por 30 minutos antes do inicio das sessées nos dois experimentos.
5.5.1 Experimento 1: Camundongos expostos ao LCE

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em 10 grupos de acordo com o
tratamento utilizado a saber: injecdes de midazolam (0, 2,0 mg/Kg, i.p.); extrato bruto
de E. velutina (50, 100, 200, 400 e 800 mg/Kg, v.0.) e fracdo alcaloidica de E. velutina
(3,0, 10 e 30 mg/Kg, v.0.). Trinta minutos apds as administracdes foram colocados
individualmente na plataforma central do labirinto com a face voltada para o braco
aberto e puderam explorar o labirinto por um periodo de 5 minutos. Apds o periodo de
teste no LCE, entre as sessfes, 0 aparato foi limpo com algoddo umedecido em solugéo
de alcool a 20% (v/v) e seco com papel toalha.

5.5.2 Experimento 2: camundongos expostos ao SD

Midazolam (2,0 mg/Kg, i.p.)
Treino — L1 Salina(v.0.) | Teste—L2 | EB EV (0, 50, 100, 200, 400 e 800
S/EE e C/EE S/EE mg/Kg, v.0.)

(0,3mA)

5.5.2.1 Primeira Exposicdo (Treino) — nesta exposicdo a esquiva inibitoria os animais
foram distribuidos aleatoriamente em dois grupos, sem estimulacdo elétrica (S/EE) e
com estimulacdo elétrica (C/EE). Trinta minutos ap6s a administracdo de salina (v.o.),
cada animal foi colocado individualmente sobre a plataforma de madeira, e o tempo
(segundos) de permanéncia na mesma foi registrado (Laténcia 1). Assim que o animal

colocou as quatro patas nas barras de aco, recebeu choque (C/EE) ou ndo (S/EE), na
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intensidade de 0,3 mA, durante quinze segundos. Em seguida os animais foram
retirados do aparato, alojados em gaiolas coletivas e mantidos no biotério por 24 horas.
5.5.2.2 Segunda Exposicéo (Teste) — nesta exposi¢do a esquiva inibitoria 0s mesmos
animais dos dois grupos, C/EE e S/EE foram subdivididos aleatoriamente em 20 grupos
de acordo com o tratamento utilizado a saber: injecbes de midazolam (2,0 mg/Kg, i.p.);
extrato bruto de E. velutina (0, 50, 100, 200, 400 e 800 mg/Kg, v.0.) e fracdo alcaloidica
de E. velutina (3,0, 10 e 30 mg/Kg, v.0.). Trinta minutos apos as administracées foram
reexpostos individualmente na plataforma (sem administracdo de choque) para
avaliacdo do tempo (segundos) de permanéncia na mesma (Laténcia 2). Apds o periodo
de teste, entre as sessdes, 0 aparato foi limpo com algoddo umedecido em solucgédo de
alcool a 20% e seco com papel toalha.

Todas as sessdes de teste, nos experimentos 1 e 2, foram gravadas por uma
camera filmadora (Panasonic-X12), acoplada a um monitor de video, para posterior
andlise dos resultados.

5.6 Analise comportamental

5.6.1 Experimento 1- os comportamentos apresentados no LCE foram avaliados pela
analise das fitas gravadas, por um observador treinado, usando um programa X-plorat,
versdo 3.0 (GARCIA et al., 2005). Os comportamentos analisados envolveram 0s
parametros convencionais (LISTER, 1987). As medidas convencionais analisadas foram
frequiéncia de entradas nos bracos abertos e fechados (a entrada em um braco é definida
pelo cruzamento com todas as quatro patas para dentro do brago), porcentagem de
entradas nos bragos abertos e porcentagem de tempo gasto nestes compartimentos e na

plataforma central. Estes dados foram usados para o calculo da porcentagem de entradas
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e do tempo de permanéncia dos animais nos bracos abertos (Entradas: [aberto/ total] x
100; Tempo [tempo no compartimento/300] x 100).

5.6.2 Experimento 2 - os comportamentos apresentados no SD foram avaliados pela
analise das fitas gravadas, por um observador treinado. No primeiro e segundo dia, foi
feito a avaliacdo do tempo (segundos) de permanéncia na plataforma durante as
laténcias 1 e 2 (L1 e L2), respectivamente, nos grupos sem administracdo de choque
(S/EE) ou com administracdo de choque (C/EE). Porém, no segundo dia, ndo ocorreu

exposicao a estimulacao elétrica.

5.7 Analise Estatistica

Os dados avaliados no labirinto em cruz elevado (Experimento 1) foram
analisados pela Analise de Variancia (ANOVA) de uma via. Os dados da esquiva
inibitdria do tipo descida da plataforma (Experimento 2) foram analisados pela ANOVA
de duas vias (Fator 1: exposi¢cdo ao estimulo aversivo (choque) x Fator 2: tratamento).
Nos casos de significancia, a analise foi seguida pelo teste de compara¢fes multiplas de

Duncan. O valor de P menor ou igual a 0,05 foi considerado como significativo.

5.8 Etica
Os procedimentos experimentais deste estudo foram realizados de acordo com
os preceitos da Sociedade Brasileira de Neurociéncia e Comportamento (SBNeC) para o

trabalho com animais de laboratério.
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6. RESULTADOS

6.1. Experimento 1: Efeito da Erythrina velutina nos camundongos expostos ao

labirinto em cruz elevado (LCE)

A Figura 1 (A e B) mostra o efeito do tratamento com salina (v.0), midazolam
(2,0 mg/Kg, i.p.), extrato bruto (50, 100, 200 e 400 mg/Kg, v.0) e fracdo alcaloidica (3,

10 e 30 mg/Kg, v.0) de E. velutina em camundongos submetidos ao LCE.

EB50 EB100 EB200 EB400 EB&00 FA10 FA30

sal MDzZ EBS0EB100EB200 EB400EB300 FA3 FA10 FA30 Sal MDZ EB50 EB100 EB200 EB400EBSB00 FA3 FA10 FA3C
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Figura 1. Efeito do tratamento com salina (v.0), midazolam (2,0 mg/Kg, i.p.), extrato bruto (50, 100, 200,
400 e 800 mg/Kg, v.0.) e fracdo alcaloidica (3, 10 e 30 mg/Kg, v.0.) de E. velutina nos camundongos
expostos ao LCE. As barras representam as médias e o erro padrdo da média (M+EPM) do nimero de
entradas nos bracos fechados (Fig. 1A) e da porcentagem de entrada e tempo gasto nos bragos abertos
(Fig. 1B).
*P < 0,05 comparado ao respectivo grupo salina.
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A analise de variancia ANOVA de uma via mostrou que houve alteracdo das
medidas de ansiedade [porcentagem de entrada nos bragos abertos (F,100 = 11,96, P <
0,05); porcentagem de tempo gasto nos bragos abertos (F 100y = 14,64, P < 0,05)]. A
estatistica também mostrou que houve alteracdo da entrada nos bragos fechados (F(9,100)
= 2,74, P < 0,05).

Analises posteriores de post hoc mostraram que as administracées de midazolam
(2,0 mg/Kg) e do extrato bruto nas doses de 50, 100 e 800 mg/Kg, produziram aumento
significativo na porcentagem de entrada nos bracos abertos (P < 0,05), quando
comparado ao grupo salina. Além disso, o tratamento com midazolam (2,0 mg/Kg) e
com o extrato bruto de E. velutina (50 mg/kg) aumentaram a porcentagem de tempo
gasto nos bracos abertos (P < 0,05) (Figura 1B). Nenhum dos tratamentos com o extrato
bruto ou fracdo alcaloidica de E. velutina alterou a atividade locomotora (P > 0,05),
exceto 0 midazolam que diminuiu a entrada nos bracos fechados, quando comparado ao

grupo controle (P < 0,05) (Figura 1A).

6.2. Experimento 2: Efeito da Erythrina velutina nos camundongos expostos ao
modelo de esquiva inibitoria do tipo descida da plataforma

A Figura 2 mostra o efeito do tratamento com salina (v.0) em camundongos
submetidos ao modelo de esquiva inibitéria do tipo descida da plataforma. A ANOVA
de duas vias (fator 1: estimulo aversivo x fator 2: tratamento) ndo mostrou efeito
significativo para a laténcia de descida 1 em relacdo a exposi¢do ao estimulo aversivo
[F1129=0,93, P > 0,05), ao tratamento [Fs129=1,39, P > 0,05) e a interacdo entre

estimulo aversivo x tratamento (Fs 129=0,48, P > 0,05).
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Figura 2. Efeito do tratamento com salina (v.0) nos camundongos submetidos ao modelo de esquiva
inibitéria do tipo descida da plataforma (sem estimulo aversivo e com estimulo aversivo). Os valores
representam a média e o erro padrdo da média (M+EPM, Logl10) na laténcia (s) de descida L1 dos
camundongos durante o treino.

A Figura 3 mostra o efeito do tratamento com salina (v.0), midazolam (2,0
mg/Kg, i.p.), extrato bruto (50, 100, 200, 400 e 800 mg/Kg, v.0.) e fracdo alcaloidica (3,
10 e 30 mg/Kg, v.0.) de E. velutina em camundongos submetidos ao modelo de esquiva
inibitdria do tipo descida da plataforma.

Para a laténcia de descida 2, a ANOVA de duas vias (fator 1: estimulo aversivo
x fator 2: tratamento) mostrou efeito significativo para a exposicao ao estimulo aversivo
[F1120=23,58, P < 0,05), tratamento [Fg120=2,12, P < 0,05) e a interacdo entre
estimulo aversivo x tratamento (F 129=2,11, P < 0,05).

Analises posteriores de post hoc mostraram que a exposi¢cdo ao estimulo
aversivo (choque), 24 horas antes da medida da laténcia 2, produziu aumento da laténcia
de descida nos animais tratados com salina, midazolam e extrato bruto de E. velutina na
dose de 800 mg/Kg (P < 0,05). O tratamento com extrato bruto de E. velutina (400
mg/Kg) e a fracdo alcaloidica (30 mg/Kg), promoveram diminuicdo da laténcia de

descida nos animais que foram expostos previamente ao estimulo aversivo (P < 0,05),
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quando comparados a salina do mesmo grupo. Nenhuma das outras doses de E.

Velutina, nem o tratamento com midazolam alteraram a laténcia de descida durante a

laténcia 2 (sem choque) (P > 0,05).
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Figura 3. Efeito do tratamento com salina (v.0), midazolam (2,0 mg/Kg, i.p.), extrato bruto (50, 100, 200,
400 e 800 mg/Kg, v.0.) e fracdo alcaloidica (3, 10 e 30 mg/Kg, v.0.) de E. velutina nos camundongos
submetidos ao modelo de esquiva inibitdria do tipo descida da plataforma (sem estimulo aversivo). Os
valores representam a média e o erro padrdo da média (M+EPM, Log10) do tratamento com salina (Sal,
v.0), midazolam (MDZ, i.p.), extrato bruto (EB, v.0.) e fragdo alcaloidica (FA, v.0.) de E. velutina na
laténcia de descida L2 dos camundongos durante o teste.

*P < 0,05 comparado ao respectivo grupo salina.

#P < 0,05 comparado ao respectivo grupo sem estimulo aversivo

44



7. DISCUSSAO

Os resultados apresentados neste estudo demonstram que a administracdo do
extrato bruto de E. velutina (50 mg/Kg, v.0.) aumentou significativamente as
porcentagens de entrada e de tempo gasto nos bracos abertos do labirinto em cruz
elevado, enquanto que somente as doses de 100 e 800 mg/Kg (v.0.) aumentaram
significativamente a porcentagem de entrada nos bracos abertos. Nenhum dos
tratamentos com o extrato bruto ou a fracdo alcaloidica de E. velutina (EV) alterou a
atividade locomotora, medida pela freqiiéncia de entradas nos bracos fechados do
labirinto. O tratamento sistemico com midazolam produziu efeito ansiolitico, conforme
demonstrado em trabalhos anteriores que utilizaram ratos (Russo et al., 1993; ROsA et
al., 2000; CRuz-MORALEs et al., 2002; BERTOGLIO E CAROBREZ, 2003; BERTOGLIO et
al., 2005) e camundongos (NUNES-DE-SouzA et al.,, 2000). Além disso, as
administracdes do extrato bruto (400 mg/Kg, v.0.) e da fracdo alcaloidica (30 mg/Kg,
v.0.) de EV foram capazes de diminuir a laténcia de descida nos camundongos
submetidos ao modelo de esquiva inibitoria do tipo descida da plataforma durante a
laténcia 2 (L2), sem a presenca do estimulo aversivo (chogue), sugerindo diminuicéo da
ansiedade e/ou prejuizo na evocacdo da memoria. O midazolam nédo alterou a laténcia
de descida L2 nos camundongos.

Os nossos resultados obtidos no LCE estdo parcialmente em acordo com outros
estudos da literatura onde foi observado o efeito ansiolitico da EV. Neste sentido,
VASCONCELOS et al., (2004) demonstraram que o tratamento crdénico com o extrato
hidroalcodlico da casca do caule de E. velutina apresenta efeito ansiolitico em
camundongos, observado pelo aumento das entradas nos bragos abertos do LCE, sem

alteracdo da atividade locomotora. No labirinto em T elevado (LTE), o extrato
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hidroalcodlico de EV promoveu prejuizo da tarefa de esquiva inibitéria em ratos,
sugerindo efeito ansiolitico (RIBEIRO et al., 2006). O nosso estudo corrobora estudos
anteriores em camundongos, onde o tratamento crénico com o extrato hidroalcoolico de
EV produziu aumento da porcentagem de entrada nos bragos abertos do LCE (RAuUPP et
al., 2008). Tanto os resultados encontrados em nosso laboratério quanto os resultados
descritos acima, mostram que os efeitos da EV observados em roedores submetidos ao
LCE e LTE podem apresentar propriedades ansioliticas.

Os resultados também mostram que nenhuma das doses do extrato bruto ou da
fracdo alcaloidica de EV alterou a atividade locomotora avaliada no LCE (Fig. 1A). Os
nossos resultados sdo semelhantes aos observados por VASCONCELOS et al., (2004).
Entretanto, resultados diferentes dos nossos foram encontrados. Assim, outros autores
tém demonstrado que as doses de 200 e 400 mg/Kg (i.p) e 800mg/Kg (v.0) do extrato
aquoso de E. velutina provocam efeito sedativo e acdo bloqueadora muscular (DANTAS
et al., 2004). Ainda foi encontrado auséncia de efeito ansiolitico no LCE com o extrato
bruto de E. mulungu (200-800 mg/Kg) (VASCONCELOS et al., 2004).

Pode ser que o efeito ansiolitico observado no nosso estudo com o extrato bruto
de EV, seja semelhante ao obtido por FLAUSINO et. al., (2007), os quais demonstraram
que a administracdo de 200 e 400 mg/Kg do extrato bruto de E. mulungu, produziu
efeito ansiolitico compardvel ao promovido pelo diazepam em camundongos
submetidos ao labirinto em “T” elevado.

Como o tratamento com midazolam, agonista benzodiazepinico, no nosso
estudo, também produziu efeito ansiolitico, este resultado corrobora o estudo descrito
acima com o diazepam e outros trabalhos da literatura em camundongos avaliados no

LCE (NUNES-DE-SOUZA et al., 2000). Entretanto, o0 midazolam promoveu diminui¢do
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das entradas nos bracos fechados do labirinto. Provavelmente, este efeito ndo se deva a
um efeito sedativo ou relaxante muscular porque ocorreu aumento das porcentagens de
entrada e tempo gasto na exploracdo dos bracos abertos do LCE (Fig. 1B). Ja € bem
conhecido que o midazolam potencializa o efeito inibitério do &cido gama-amino-
butirico (GABA), modulando a atividade dos receptores GABA-A por meio de sua
ligacdo com seu sitio especifico. Essa ligacdo altera a conformacgédo desses receptores,
aumentando a afinidade do GABA com seus proprios receptores e a frequéncia da
abertura dos canais de cloreto, provocando hiperpolarizacdo da célula. Como resultado
da hiperpolarizacdo, ocorre um aumento da acdo gabaérgica inibitéria no sistema
nervoso central (GUIDOTTI et al, 1980; HAEFELY, 1990).

Neste estudo, ndo determinamos 0s mecanismos envolvidos no efeito ansiolitico
dos alcaldides eritrinicos. Desta forma, estudos futuros utilizando EV serdo importantes
para demonstrar quais séo esses alcaldides e como afetam a neurobiologia da ansiedade.
Alguns estudos tém sugerido uma interacdo entre a modulacdo do complexo de
receptores GABA/Benzodiazepinicos e serotoninérgicos 5-HT1A, 5-HT2 ou 5-HT3
(ROPERT e Guy, 1991; SMILEY e GOLDMAN-RAKIC, 1996; MORALES e BLooM, 1997),
0s quais tém apresentado a participacdo destes sistemas de receptores no efeito
ansiolitico de algumas drogas. Como descrito acima, as medidas de esquiva inibitdria
dos bracos abertos do labirinto em T elevado e o tempo gasto pelos animais no
compartimento iluminado do modelo da transicdo claro-escuro sdo sensiveis ao efeito
ansiolitico de baixas doses de drogas benzodiazepinicas, como o diazepam, bem como
drogas serotonérgicas, como 0 agonista de receptores 5-HT1A, a buspirona, e 0
antagonista de receptores 5-HT2, a ritanserina (VIANA et al., 1994; GRAEFF et al., 1998;

CARVALHO-NETTO e NUNES-DE-SouUzA, 2004; HASCOET e BOURIN, 1998; BOURIN €
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HAsCOET, 2003). Além disso, outros estudos tém demonstrado efeito ansiolitico do
antagonista de receptores 5-HT3, como o ondansetron e o zacopride, em diferentes
modelos de ansiedade, incluindo o modelo da transicdo claro-escuro (JOHNSON e
YOUNG, 1991; OLIVER et al., 2000; BOURIN e HASCOET, 2003).

Na esquiva inibitoria do tipo descida da plataforma, a exposicdo ao estimulo
aversivo (choque), 24 horas antes da medida da laténcia 2, produziu aumento
significativo da laténcia de descida nos animais tratados com salina, midazolam e
extrato bruto de EV na dose de 800 mg/Kg (Fig. 3). Portanto, o0 modelo foi capaz de
produzir retencdo da memdria aversiva. Em estudos anteriores, resultados semelhantes
foram observados em roedores submetidos a diferentes modelos de esquiva aversiva
(DANTAS et al., 2004). Além disso, o tratamento com extrato bruto (400 mg/Kg) e a
fracdo alcaloidica (30 mg/Kg) de EV, promoveu diminui¢do da laténcia de descida nos
animais que foram expostos previamente ao estimulo aversivo (Fig. 3).

O modelo de esquiva inibitéria do tipo descida da plataforma permite a
avaliacdo do conflito que roedores apresentam entre o comportamento inato de explorar
um ambiente desconhecido e a ansiedade/medo deste ambiente desconhecido (L1).
Entretanto, como o animal ja conhece o ambiente, na reexposicdo (L2), permanece 0
conflito entre explorar e ser punido com o choque. Os animais que ndo foram expostos
ao choque durante a medida da laténcia 1 (L1, Fig. 2), na reexposicdo (L2, sem choque,
grupo salina) desceram mais rapido da plataforma de madeira que os animais tratados
com salina que foram previamente expostos ao choque (Fig. 3). Portanto, ocorreu
aprendizado que o ambiente foi aversivo durante L1 (com choque), e houve retencéo da

memoria aversiva para a sua subseqliente evocacao, durante L2 (sem choque).
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Durante L2, o tratamento com midazolam ndo foi capaz de reverter a
ansiedade/medo induzida pelo choque. Algumas hipdteses podem ser levantadas para
explicar esta auséncia de efeito: a) Poderiamos discutir levando em consideracdo que o
tratamento com agonistas benzodiazepinicos provoca amnésia anterégrada em pacientes
avaliados na clinica (RAVES et al., 1985; HENNESSY et al., 1991). Neste sentido, 0
midazolam estaria prejudicando a memoria dos animais. Porém, ndo acreditamos nesta
explicacdo porque se isso realmente estivesse acontecendo o resultado deveria ser outro,
Ou Seja, 0s animais esqueceriam o evento aversivo (choque nas patas), administrado 24
horas antes da reexposicdo em L2. Neste caso, a laténcia de descida seria menor. Outro
suporte para esta explicacdo foi a auséncia de efeito de qualquer um dos tratamentos nos
grupos que nao receberam choque durante L1, e principalmente neste caso, a
administracdo do midazolam; b) também pode-se argumentar que o midazolam tenha
provocado alteracdo motora nos animais e assim, estes ndo desceram da plataforma por
problemas de locomoc¢do. Mas provavelmente, este efeito ndo se deva a um efeito
sedativo ou relaxante muscular deste farmaco (RUDOLPH et al., 1999; MCKERNAN
et al., 2000; LOW et al., 2000; MOHLER et al., 2002; RUDOLPH e MOHLER, 2004)
porque no teste do LCE, a mesma dose aumentou as porcentagens de entrada e tempo
gasto na exploracdo dos bragos abertos do labirinto (Fig. 1B). Além disso, 0 aumento da
laténcia de descida registrado em L2 também ocorreu com o extrato bruto de EV
(800mg/Kg) e o grupo controle, mas nas outras doses de extrato bruto e fracdo
alcaloidica de EV, este efeito ndo foi observado (ver Figura 3); ¢) Portanto, a hip6tese
mais provavel é a de que a mobilizacdo dos receptores GABA-benzodiazepinicos ndo
esteja envolvida na modulacdo da resposta comportamental avaliada neste modelo e

com camundongos da linhagem Suigo-albino.
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Neste sentido, os ansioliticos GABA-benzodiazepinicos, apresentam capacidade
de diminuir a ansiedade, porém ndo afetam as respostas caracteristicas de medo em
avaliacdes na clinica. Nos modelos animais, evidéncias da literatura também tém
apontado que esta classe de ansioliticos ndo modula os comportamentos relacionados ao
medo (HETEM e GRAEFF, 2004). Assim, pode ser que as alteracdes comportamentais
observadas neste modelo estejam mais relacionadas as memorias aversivas

(PODHORNA et al., 2002) e ao medo.

Os nossos resultados mostraram também que as doses de extrato bruto e de
fracdo alcaloidica de EV, 400 e 30 mg/Kg, respectivamente, produziram reducao
significativa da laténcia de descida durante L2 (Figura 3), sugerindo diminui¢do do
medo neste modelo. Portanto, 0 modelo foi capaz de produzir retencdo da memdria
aversiva. Em estudos anteriores, resultados semelhantes foram observados em roedores
submetidos a diferentes modelos de esquiva aversiva (DANTAS et al., 2004). Entretanto,
novos estudos em modelos animais devem ser realizados, empregando modelos em que
as respostas comportamentais apresentem caracteristicas de medo. Neste sentido,
sugerimos que seja avaliado o possivel efeito do extrato bruto e da fracdo alcaloidica de
EV em modelos como, presa-predador e estresse pos-traumatico (ADAMEC e
SHALLOW, 1992; BLANCHARD et al, 1993; PYNNOS et al., 1996; BLANCHARD

et al., 2004; LOUVART et al., 2005).

Apesar do midazolam ndo apresentar efeito neste teste de esquiva, conforme
descrevemos acima, o extrato bruto e a fracdo alcaloidica de EV, apresentaram
diminuicdo da laténcia em L2. Assim, de certa forma, este resultado fortalece o
resultado ansiolitico obtido neste estudo com o extrato bruto (50 mg/Kg, v.0) no

labirinto.
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Neste estudo ndo avaliamos quais as estruturas do sistema nervoso central
estariam envolvidas na modulacdo destas respostas, porém alguns autores sugerem que
a memoria para habituacdo e a esquiva inibitoria podem ser processadas pelo
hipocampo e outras regides do SNC, que podem ser alvo para estudo em futuros
trabalhos empregando EV (VIANNA et al., 2001). Neste sentido, outro estudo tem
mostrado que o extrato hidroalcodlico de EV pode bloquear o potencial pos-sinaptico
excitatorio no hipocampo de ratos (SARASQUETA et al., 2002). Assim, os efeitos obtidos
neste estudo sobre a memdria aversiva podem estar relacionados a uma interacao
neuronial no hipocampo. Estudos futuros devem ser realizados para confirmar esta

possibilidade.
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8. CONCLUSAO

No nosso estudo, o extrato bruto e a fracdo alcaloidica de E. velutina produziram
resultados diferentes nos modelos do labirinto em cruz elevado (LCE) e de esquiva
inibitdria do tipo descida da plataforma (SD).

Assim, para as avaliacGes no LCE concluimos que:

e O extrato bruto de E. velutina (50, 100 e 800 mg/Kg, v.0.) produziu efeito
ansiolitico em camundongos avaliados LCE.

e A fracdo alcaloidica de E. velutina ndo alterou os indices de ansiedade nos
camundongos avaliados neste aparato.

e O midazolam (2,0 mg/Kg, i.p.) produziu efeito ansiolitico nos camundongos
avaliados no labirinto.

Para as avalia¢6es no SD, concluimos que:

e O extrato bruto (400 mg/Kg, v.0.) e a fracdo alcaloidica (30 mg/Kg, v.0.) de E.
velutina produziram diminuicéo na laténcia de descida da plataforma (SD).
e O midazolam (2,0 mg/Kg, i.p.) ndo interferiu com a laténcia de descida da

plataforma.
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