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RESUMO

MELO, I. C. A. R. Contribuicdo ao Conhecimento de Erythrina velutina Willd.
(Fabaceae-Faboideae): Uma abordagem Farmacobotanica, Quimica e Farmacologica.
99 p. Dissertacdo (Mestrado em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos) — Laboratério de
Tecnologia Farmacéutica “Prof. Delby Fernandes Medeiros”. Universidade Federal da
Paraiba. Jodo Pessoa. 2011.

Erythrina velutina Willd., é uma planta nativa da caatinga do nordeste brasileiro, conhecida
pela sinonimia popular de “mulungu”. Destaca-se por uso das folhas, cascas e frutos na
medicina popular, na qual € indicada como ansiolitica e sedativa. Este trabalho teve como
objetivo realizar um estudo interdisciplinar farmacobotéanico, quimico e farmacoldgico, como
uma contribuicdo ao maior conhecimento desta espécie de importancia etnomedicinal.
Estudos morfolégicos foram realizados para sua identificacdo e morfodiagnoses. Para a
caracterizacdo anatdbmica realizou-se sec¢des transversais (lamina, peciolo e peciolulo) e
paradérmicas em ambas as faces das laminas foliolares. As sec¢des foram clarificadas,
coradas com safranina e/ou safrablue, observadas e fotografadas ao microscéopio optico. O
estudo farmacoldgico compreendeu a selecdo dos extratos das cascas e folhas com melhor
perfil farmacoldgico, a partir de uma triagem comportamental e em seguida, a realizacdo de
testes especificos com énfase na avaliacdo da atividade ansiolitica/sedativa. Para caracterizar
quimicamente a Fracdo Metandlica (FR. MeOH) obtida do extrato aquoso das folhas
utilizando Amberlite XAD-2®, realizou-se o isolamento dos constituintes por CLAE e
analises espectroscopicas de RMN de 'H e '*C. O estudo farmacobotanico evidenciou a
presenca de parametros distintivos para Erythrina velutina, facilmente identificaveis, e de
grande importancia ao seu controle de qualidade. A Fracdo Metandlica apresentou
caracteristicas de droga sedativa e o seu estudo quimico, apontou a presenca de alcaldides que
provavelmente sdo 0s responsaveis pelo efeito sedativo observado nos testes farmacoldgicos
do presente estudo.

Palavras-chave: Erythrina velutina, “mulungu”, ansiedade, sedacéo, alcaldides.
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ABSTRACT

MELO, I. C. A. R. Contribuicdo ao Conhecimento de Erythrina velutina Willd.
(Fabaceae-Faboideae): Uma abordagem Farmacobotanica, Quimica e Farmacologica.
99 p. Dissertacdo (Mestrado em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos) — Laboratério de
Tecnologia Farmacéutica “Prof. Delby Fernandes Medeiros”. Universidade Federal da
Paraiba. Jodo Pessoa. 2011

Erythrina velutina Willd., is a plant species native to the caatinga of northeastern Brazil,
known popularly as “mulungu”. Its leaves are used as a decoction in folk medicine as a
remedy for anxiety and as a sedative. The aim of this work was to perform an interdisciplinary
study of the species, combining a pharmacobotanical, chemical and pharmacological
approach to investigate the basis of its popular use in folk medicine. Morphological and
morphodiagnosis studies were performed to estabilish the identity of the species. For
anatomical characterization cross section preparations of the blade, petiole and petiolule were
performed as well as paradermic preparations on both sides of the blade leaflets. The sections
were cleared, stained with safranin and/or safrablue, observed and photographed under an
optical microscope. The pharmacological study involved the selection of extracts from the
bark and leaves with CNS depressant pharmacological profile using a behavioural screening
and further pharmacological tests with emphasis on evaluation of the anxiolytic/sedative
activity. To chemically characterize the active methanolic fraction (Fr.MeOH) obtained from
the aqueous extract of the leaves, theusing Amberlite XAD-2® further fractionation and
preparative purification was done using HPLC and spectroscopicl analysis by 'H and 3C
NMR. The pharmacobotanical study showed the presence of distinctive parameters for
Erythrina velutina, easily identifiable, and of great importance to its quality control. The
pharmacological profile of Fr.MeOH is characteristic of drugs sedative and its chemical
characterization revealed the presence of alkaloids that are probably responsible for the
sedative  effects  observed in pharmacological tests of  this  study.

Keywords: Erythrina velutina, "Mulungu”, anxiety, sedation, alkaloids.
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1 INTRODUCAO

O uso dos produtos naturais iniciou-se hd muitos anos por populacdes de varios paises,
sendo utilizados de forma alternativa ou complementar aos medicamentos sintéticos. As
plantas medicinais tém um importante papel na saide mundial e apesar dos grandes avangos
observados na medicina moderna, continuam sendo utilizadas e, estima-se que cerca de 25 a
30% de todas as drogas avaliadas como agentes terapéuticos sdo derivados de produtos
naturais (CALIXTO, 2005; VEIGA-JUNIOR, 2008). O estudo sobre plantas medicinais,
certamente é uma das estratégias mais bem sucedidas na descoberta de novos farmacos, dado
comprovado pela maioria das inovacdes produzidas pelas grandes indUstrias farmacéuticas
transnacionais nos ultimos cinquenta anos (NEWMAN; CRAGG, 2007).

Os paises latino-americanos possuem grande parte da biodiversidade do mundo. O
Brasil, possui cerca de 20 a 22% de todas as plantas e micro-organismos existentes, além de
cinco principais Biomas, designados como Floresta Amazonica, Cerrado, Mata Atlantica,
Pantanal e Caatinga. Aliada a grande biodiversidade brasileira, existe também uma rica
diversidade étnica e cultural que detém um valioso conhecimento tradicional associado ao uso
de plantas medicinais, possuindo potencial para o desenvolvimento de pesquisas com
resultados em tecnologias e terapéuticas apropriadas. No entanto, esse potencial para a
descoberta de plantas como fonte de novas drogas é pouco explorado, contrastando com o que
ocorre em paises como Alemanha, Estados Unidos e Canada (CALIXTO, 2000; 2005;
RATES, 2001; VEIGA-JUNIOR, 2008; REDESFITO, 2009).

Um avan¢o importante neste contexto foi a promulgacao, pelo do decreto 5.813 de 22
de Junho de 2006, da Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos. Entre 0s
objetivos desta politica ambiciosa estdo promover o uso sustentavel da biodiversidade
brasileira, ampliar as opcGes terapéuticas aos usuarios do Sistema unico de Saude, e fortalecer
as cadeias produtivas locais para a producdo de plantas medicinais, com particular atencéo ao
fortalecimento da agricultura familiar.

E importante ressaltar que o uso de produtos naturais como ponto de partida para o
desenvolvimento de novos medicamentos oferece uma série de vantagens, entre elas, a
riqgueza na variedade de estruturas quimicas, oportunizando o uso destes produtos como
matéria-prima na sintese de candidatos a protétipos de novos farmacos. Como exemplo,

podemos citar a morfina, emetina, vincristina, colchichina, rutina, entre outros principios
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ativos que tém contribuido, ao longo dos anos, para a obtencdo de medicamentos amplamente
utilizados na clinica (BRESOLIN; CECHINEL-FILHO, 2003; NEWMAN; CRAGG, 2007).

O interesse pelas plantas medicinais e pelos produtos naturais aumenta ao
consideramos a problematica para os tratamentos atuais de varias patologias. As drogas
ansioliticas, por exemplo, podem apresentar risco de dependéncia e sindrome de abstinéncia,
retardo para o inicio do efeito ou ainda efetividade duvidosa (ANDREATINI et al., 2001).
Neste contexto, existe a necessidade de investigacdo e pesquisa de novas drogas que possam
diminuir tais efeitos colaterais e buscar tratamento efetivo e seguro para estas desordens, seja
por meio de extratos brutos ou compostos isolados.

O estudo de plantas medicinais exige uma grande interface entre a boténica, quimica e
a farmacologia, e quanto mais estreita for esta relacdo, mais rapida e consistente serdo
alcancados os objetivos almejados.

Quando se procura obter substancias ativas de plantas, um dos principais aspectos que
deve ser observado consiste nas informagfes etnofarmacoldgicas (CECHINEL-FILHO;
YUNES, 1998). Dados da literatura revelam que é muito mais provavel encontrar atividade
biolégica em plantas orientadas pelo seu uso na medicina popular do que em plantas
escolhidas ao acaso (UNANDER; WEBSTER; BLUMBERG, 1995).

Outro aspecto importante sdo as informacdes botanicas, caracterizacdes morfolédgicas
e anatdbmicas que permitem a identificacdo das espécies. Os nomes vernaculares sdo muitas
vezes utilizados como identificacdo das espécies vegetais, fato que omite a verdadeira
identidade da planta, pois existe grande variacdo destes nomes associados a diferentes
especies e que mudam conforme a regido, a cultura ou uso, podendo ocasionar equivocos que
impedem a identificagdo correta da espécie desejada e comprometem a qualidade da droga
vegetal (MARTINS-DA-SILVA, 2002). Um exemplo, seria a confusdo que existe entre a
Erythrina velutina Willd, espécie que sera estudada neste trabalho, e a Erythrina verna Vell.,
(= Erythrina mulungu Mart.,), ambas sdo semelhantes e apresentam a mesma indicagéo
popular, mas ocorrem em diferentes regides brasileiras. Vale ressaltar que a espécie Erythrina
verna Vell., (=Erythrina mulungu Mart.) estd incluida na Relagcdo Nacional de Plantas de
Interesse do SUS (RENISUS), mas ndo a Erythrina velutina Wild., espécie relacionada e
objeto deste trabalho.

A necessidade de isolar os compostos puros responsaveis pelos efeitos bioldgicos
apresentados nos extratos conduz a uma obrigatdria interagdo entre a quimica e a
farmacologia. Este elo pode levar a obtengdo de substancias naturais ou sintéticas e os estudos
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farmacoldgicos pré-clinicos e clinicos ao comprovarem a eficacia terapéutica, proporcionam
aos fitofarmacos um maior nivel de aceitacdo pela comunidade médica e usuarios
(CECHINEL-FILHO; YUNES, 1998).

Os avancos das técnicas analiticas, sobretudo as técnicas hifenadas, tem proporcionado
a elucidacdo de composic¢Bes quimicas complexas dos produtos de origem vegetal, com alto
nivel de sensibilidade e seletividade (RODRIGUES et al., 2006). Segundo Niero et al.,
(2003), uma das técnicas mais vantajosas em termos de caracterizacdo, deteccdo e
subsequente separacdo, bem como controle final de pureza do composto isolado, é a
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE ou HPLC- High Performance Liquid
Chromatography) que oferece a possibilidade de separacdo de compostos em baixas
concentragdes na planta, em tempo curto de andlise, dentre outras vantagens.

O género Erythrina possui cerca de 120 espécies com distribuicdo principalmente nas
regides tropicais e subtropicais. Na América do Sul, ocorre na Argentina, Bolivia, Brasil,
Paraguai, Guianas, Colémbia, Panamé e Peru (HICKEY; KING, 1981; SCHRIRE, 2005b).
No Brasil, sua ocorréncia abrange véarios Biomas: Mata Atlantica, Cerrado, Floresta
Amazonica e Caatinga. No Brasil sdo catalogadas cerca de doze espécies de Erythrina
(EPAMIG, 1993), sendo as duas principais E. velutina, no nordeste e E. verna, no sudeste
(NEILL,1988).

Erythrina velutina é a Unica espécie do género ocorrente no Bioma Caatinga. Possui
distribuicdo ampla, em areas secas e semi-aridas da América do Sul, encontrada no Peru,
Equador, Brasil e Caribe. No Brasil, ocorre na regido Nordeste e ao norte de Minas Gerais,
exceto no estado do Maranh&o, ndo sendo encontrada sobre solos arenosos (QUEIROZ,
2009).

A origem etimoldgica do género, provem da palavra grega “erythros”, que significa
vermelho, a cor de suas flores, que aparecem a partir de outubro, permanecendo até dezembro
nas copas despidas de folhas. O epiteto especifico velutina vem do latim, devido ao fato da
folha apresentar indumentos delicados e pélos macios (CARVALHO, 2008).

Erythrina velutina é conhecida por seus nomes vernaculares: Mulungu, suina,
canivete, corticeira (LORENZI, 1992) e se destaca por uso das cascas, folhas e frutos na
medicina popular. As folhas sdo utilizadas em infusos ou decoctos como tranquilizantes e
também indicadas no tratamento de sonoléncias e convulsdes (VASCONCELOS et al., 2003).
O infuso da casca é empregado como sudoripara (DA-CUNHA et al., 1996) , sedativa e
calmante de tosses e bronquites, bem como no tratamento de verminoses e hemorroidas
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(AGRA et al., 1996; LORENZI; MATTOS, 2002). O decocto da casca €é utilizado para
acelerar a maturacdo de abcessos gengivais (LORENZE; MATTOS, 2002; RAUPP, 2006).
Ao fruto seco, atribui-se agdo anestésica local, utilizada na forma de cigarro (EMPERAIRE,
1983).

Espécies de Erythrina sdo consideradas a principal fonte de alcaldides tetraciclicos, do
tipo eritrina (Figura 1), como erisotrina, erisodina, erisovina, eritralina, erisopina, erisonina,
erisopitina, eritratina, hipaforina, sendo que erisodina e erisopina sdo 0s mais amplamente
distribuidos (SOTO-HERNANDEZ; JACKSON, 1993). No entanto, espécies de Cocculus da
familia Menispermaceae também produzem alcalGides tetraciclicos eritrinicos, diferindo
somente no padréo de oxigenacdo (AMER; SHAMMA; FREYER, 1991).

Alcalbides do tipo eritrina foram identificados inicialmente em 1937 por Folkers e
Major, por meio da investigacdo quimica das sementes da Eryhtrina americana Mill, da qual
isolaram a eritroidina, que apresentou atividade paralisante semelhante a d-tubocurarina
(NKENGFACK et al., 1994).

Figura 1: Esqueleto tipico de alcaloides de Erythrina.

Também foram isolados de espécies de Erythrina alguns alcaldides que nédo
apresentam o0 esqueleto eritrinico: orientalina, N-noorientalina, protosinomenina, N-
norprotosinomenina, isoboldina, eribidina, scourelina, coreximina, hipaforina, colina
(FLAUSINO-JUNIOR, 2007).

Espécies de Erythrina também sdo ricas em flavondides, de acordo com Deshpande et
al. (1977), que reportaram trés novas isoflavonas isoladas da E. variegata: eritrininas A, B e
C. Telikepalli et al., (1990) isolaram dessa mesma espécie outras isoflavonas: o0sajina,
alpinum isoflavona, oxiresveratrol estireno e diidroestilbenodiidroxiresveratrol, warangalona,

5,7,4"-triidroxi-6,8-diprenilisoflavona; quatro pterocarpanos ja conhecidos (ericristagalina,
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eritrabissina Il, faseolina e faseolidina), uma flavanona (isobavaquina) e um cinamilfenol
(erivariestireno). Da E. indica foram isoladas isoflavonas como daidzeina e 8-prenildaidzeina
(NKENGFACK et al., 2000). Trés isoflavonas preniladas foram isoladas da E. vogelii:
vogelin A, vogelin B e vogelin C (ATINDEHOU et al., 2002). Da Erytrhina velutina foram
isolados o isoflavonoide erivelutinona (DA-CUNHA et al., 1996), a flavona homohesperetina
(RABELO et al.,, 2001) e o flavonoide glicosilado, 5,7,4’-trihidroxiisoflavona-7-O-[a-
ramnopiranosil-p-glicopiranosideo], sendo este composto inédito no género Erythrina
(CABRAL, 2009).

Cumarinas foram isoladas de Erythrina, sendo o primeiro relato para E. stricta
(SINGH et al., 1981), seguido de E. indica, com o isolamento das seguintes fenilcumarinas
por Nkengfack et al. (2000): indicanina A e a fenilcumarina, acido robustico.

O género tem provado ser uma fonte de espécies contendo agentes antimicrobianos
que pertencem a varias classes estruturais de flavonoéides, como por exemplo, E. variegata
cuja atividade do extrato bruto das raizes foi demonstrada para Staphyloccus aureus e
Mycobacterium smegmatis (TELIKEPALLI et al., 1990). O extrato da planta africana E.
abyssinica demonstrou atividade contra leveduras e fungos sendo que a eritroabissina-I e
faseolina tiveram atividade antilevedura contra Sacharomyces cerevisae e Candida utilis com
CIM (Concentracdo Inibitéria Minima) entre 25-50 pg/mL e atividade antifingica contra
Sclerotinia lebertiana, Mucor mucedo, Rhizopus chinensis com CIM entre 6 -25 pg/mL
(NAKANISHI, 1982). J& o extrato etandlico bruto das cascas de Erythrina velutina,
demonstrou atividade contra o Staphylococcus aureus e Streptococcus pyogenes
(VIRTUOSQO, et al., 2005).

Roger et al., (2001), em um estudo com o extrato bruto de Erythrina vespertilio,
mostraram sua atividade sobre o sistema serotonérgico inibindo a liberagdo célcio-dependente
de serotonina plaquetaria, uma das principais atividades dos antagonistas de receptores 5-HTs.

Em estudo realizado por Estrada et al., (2009), constataram que a erisovina isolada de
sementes de E. americana, apresentou efeito inibitorio sobre o crescimento de fungos A.
solani, B. cinerea, F. oxysporum, Penicillium sp. e T. harzianum. No entanto, Penicillium sp.
foi a espécie em que a erisovina mostrou menor efeito. A dose de 8 mg mL™ foi a que
demonstrou melhor atividade antifingica. Os autores sugerem mais estudos utilizando a
erisovina contra outros tipos de microorganismos, incluindo parasitas de seres humanos.
Cornelius et.al., (2009), sugere um potencial efeito inseticida dos alcalbides eritrinicos isolado
de sementes e flores de E. latissima.
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Este trabalho realizou um estudo interdisciplinar farmacoboténico, quimico e
farmacoldgico de Erythrina velutina Willd., como uma contribui¢do ao maior conhecimento
desta espécie de importancia etnomedicinal, caracteristica do Bioma Caatinga, e que, assim

como a sua espécie relacionada, Erythrina verna Vell., possui grande potencial fitoterapico.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos Gerais

Contribuir para o conhecimento de Erythrina velutina Willd (Fabaceae), enfatizando

0s aspectos farmacobotanicos, quimicos e farmacologicos da espécie.

2.2 Objetivos Especificos

e Realizar um estudo farmacobotanico de Erythrina velutina Willd., por meio da
avaliacdo morfoldgica das folhas, frutos e sementes, e da analise anatémica das folhas
para a obtencdo de dados que possibilitem a identificacdo do vegetal frente a outras

espécies do género Erythrina e da familia Fabaceae;

e Selecionar o extrato com melhor efeito depressor do SNC e com base nestes
resultados, dar continuidade a investigacdo por meio de testes especificos que avaliam
a ansiedade e sedacéo;

e Tracar um perfil quimico da espécie, bem como, sugerir o constituinte ativo da planta

responsavel pelo efeito psicofarmacolégico.

24



MELO, I.C.A.R Contribuicdo ao Conhecimento de Erythrina velutina...

Natenal ¢ etodes
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Estudo Farmacobotéanico de Erythrina velutina Willd.

3.1.1 Coletas e Identificacdo botanica

O material botanico foi coletado no municipio de Lagoa de Dentro, Paraiba, Brasil, no
periodo de Junho a Setembro de 2009. Foram coletadas amostras de cinco individuos, sendo
este 0 material utilizado para as identificacGes botanicas, estudos anatdbmicos e histoquimicos.
Parte do material coletado foi fixado em Formaldeido, Acido Acético Glacial, Etanol 50 %
(FAAs) por 48 horas e, posteriormente, conservado em Alcool Etilico 70° G. L (JOHANSEN,
1940), para utilizacdo nos estudos morfologicos e anatbmicos. O restante do material foi
herborizado, seguindo-se a metodologia descrita por Forman e Bridson (1989), e
posteriormente as exsicatas foram depositadas no Herbario Prof. Lauro Pires Xavier (JPB)
com o0s registros AGRA; MELO (7244, 7245, 7246, 7247 e 7248) com duplicatas na colecéo
de referéncia do Laboratorio de Tecnologia Farmacéutica ‘“Prof. Delby Fernandes de
Medeiros” (LTF). As morfodiagnoses macroscopicas foram realizadas a vista desarmada ou
com auxilio de estereomicroscépio binocular com camara-clara. As abreviaturas dos autores

dos taxons estdo de acordo com Brummitt e Powell (1992).

3.1.2 Estudo Morfoldgico

Realizou-se um estudo morfoloégico das folhas, frutos, sementes, inflorescéncia e
caule, a vista desarmada e com o auxilio de um estereomicroscopio binocular. As folhas
foram provenientes do quarto ou quinto né e os caules a partir de cinco centimetros do apice

dos ramos.
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3.1.3 Estudos Anatémicos

SecOes transversais (lamina foliar, peciolo e peciolulo) e paradérmicas (adaxial e
abaxial) (Figura 2) foram realizadas a méo livre, com lamina cortante tendo como suporte
medula de peciolo de Cecropia sp., seguindo-se a metodologia usual, em folhas adultas,
coletadas no 5° no. Posteriormente, foram clarificadas com hipoclorito de sodio a 1%,
neutralizadas com agua acética (0,1%), lavadas em agua destilada, coradas com uma solugéo
de safranina para as secOGes paradérmicas e com uma solucdo de Safrablue (mistura de
safranina e azul de Astra) para as se¢Ges transversais, e montadas entre ldmina e laminula com
glicerina a 50%, e analisadas e fotografadas ao microscépio optico Olympus modelo CX31,
com camara fotografica Olympus PM —BP35. As caracteriza¢bes das paredes celulares da
epiderme e do mesofilo basearam-se em Metcalfe e Chalk (1979), e a classificacdo dos

estomatos seguiu Wilkinson (1979).

Figura 2: Folha trifoliolada de Erythrina velutina.
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3.1.4 Estudo Histoquimico

Para os testes histoquimicos, seccdes transversais da nervura principal, do peciolo e
pecidlulo da folha, foram submetidas aos seguintes reagentes especificos: Sudan Il
(JENSEN, 1962) para evidenciacdo de estruturas lipidicas; floroglucinol acidificado
(JOHANSEN, 1940) para elementos lignificados; reagente de lugol para localizacdo de gréos
de amido (BERLYN; MIKSCHE 1976); reagente de Dragendorff (SVENDSEN;
VERPOORTE, 1983), para deteccdo e localizacdo de alcaldides. As estruturas foram

observadas e fotomicrografadas ao microscopio optico.

3.2 Estudo Farmacologico de Erythrina velutina Willd.

3.2.1 Animais

Para a realizacdo dos experimentos foram utilizados camundongos Mus musculus
Swiss, machos (Figura 3), albinos pesando entre 25-35g com aproximadamente trés meses de
idade. Todos os animais foram provenientes do Biotério Prof. Dr. Thomas George, do
Laboratorio de Tecnologia Farmacéutica. O presente estudo foi aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa Animal (CEPA) do Laboratério de Tecnologia Farmacéutica da
Universidade Federal da Paraiba, sob n® 0204/10.

No biotério os animais sd@o sempre alojados em gaiolas de polietileno, contendo 20
camundongos cada, mantidos sob condi¢des monitoradas de temperatura equivalente a 27 + 2
° C, com livre acesso a uma dieta controlada, a base de ragéo tipo pellets (Purina®) e &gua,
disponivel em garrafas de polietileno com bico de inox. Os animais sdo mantidos em ciclo
claro/escuro de 12 horas, sendo a fase clara de 6:00 as 18:00 horas e a fase escura de 18:00 as
6:00 horas.

Antes de cada teste, os animais foram pesados para realizacdo do calculo do volume a
ser administrado, e em seguida transferidos para a sala de experimentos, sem acesso a agua e
alimento, visando minimizar as possiveis alteracbes comportamentais do animal bem como
permitir uma adaptacdo ao novo ambiente. Os experimentos foram realizados nos horarios

compreendidos entre 8:00 e 16:00 horas.
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Figura 3: Camundongos Swiss (Mus musculus) utilizado nos testes comportamentais in vivo.

3.2.2 Substancias

Como droga padrdo foi utilizado o Diazepam (DZP) em dose de 0,5 mg/kg por via
intraperitoneal (i.p). As solucgdes testes, padrdo e controle foram preparadas no dia do

experimento com agua destilada e Tween-80.

3.2.3 Triagem Farmacolégica Comportamental (Screening) e Determinacdo da Dose
Letal 50% (DLsp)

Os experimentos foram realizados de acordo com o protocolo experimental (em
anexo) descrito por Almeida & Oliveira (2006). Os animais foram divididos em 6 grupos
(n=8) e tratados por via intraperitoneal com veiculo (grupo controle) ou extrato/fracdo em
diferentes doses (125, 250, 500, 1000 e 2000 mg/kg) e observados aos 30, 60, 120, 180 e 240
minutos ap0Os 0s respectivos tratamentos. Estas doses foram escolhidas com base na literatura
(ONUSIC et al., 2002; RIBEIRO et al., 2006; VASCONCELOQOS et al., 2007).

Os efeitos observados em cada periodo de tempo eram registrados como presente ou
ausente. Caso o efeito estivesse presente, um escore de intensidade era marcado com o
simbolo + (efeito presente) ou ++ (efeito intenso). Caso o efeito estivesse reduzido ou
ausente, seria registrado com o simbolo — (efeito diminuido) ou 0 (efeito ausente)

respectivamente.
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Os mesmos grupos de animais foram ainda observados a cada 24 horas até que se
completasse um periodo de 72 horas, mantidos em suas respectivas gaiolas, com livre acesso

a agua e racao, com o objetivo de registrar as possiveis mortes e determinar a DL50.

3.2.4 Selecdo do Extrato/Fracéo

Os resultados da triagem farmacoldgica, descrita no item anterior, dos extratos/fracdo
derivados de folhas e cascas de Erythrina velutina foram utilizados para selecionar o
extrato/fracdo com melhor perfil sugestivo de droga depressora do SNC (Figura 4). A

preparacdo dos extratos/fracdo serdo vistas mais adiante.

3.2.5 Avaliacdo da Atividade Ansiolitica

Foram utilizados em cada experimento, de acordo com os modelos descritos a seguir,
cinco grupos de oito camundongos: trés grupos tratados com a Fragdo Metandlica das folhas
(Fr.MeOH) nas doses de 125, 250 e 500 mg/kg, um grupo controle tratado com o veiculo e

um grupo padrdo com o diazepam, na dose de 0,5 mg/kg.

3.2.6 Modelo do Campo Aberto (Open-Field)

O aparato utilizado consistiu de uma arena circular com 40 cm de didmetro e paredes
transparentes de acrilico com 40 cm de altura. O piso da arena possui divisdes consistindo de
dois circulos concéntricos, que por sua vez, sdo subdivididos em um total de 12 segmentos
(Ver Figura 5).

Neste experimento, observou-se a defecagdo do animal, como indice de
emocionalidade; a movimentacdo espontanea entre as divisdes, no centro e na periferia do
campo, indicando atividades exploratorias, sedativas e ansioliticas; o numero de vezes que 0
animal levantou (rearing) e o tempo de auto-limpeza (grooming) registrados durante cinco
minutos (MONTGOMERY, 1955).
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Figura 4: Esquema representativo da selecdo do extrato/fracdo com melhor perfil sugestivo

de droga depressora do SNC.

Figura 5: Aparato utilizado no Modelo do Campo Aberto.
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3.2.7 Modelo do Labirinto em Cruz Elevado (Pluz-maze)

O labirinto consiste de quatro bragcos em forma de cruz grega, sendo dois bragos com
paredes laterais e sem cobertura (bracos fechados), medindo 30 cm de comprimento por 6 cm
de largura e 16 cm de altura, colocados perpendicularmente a dois bracos desprovidos de
paredes laterais (bragos abertos) com as mesmas medidas. Cada brago é posicionado a 90° do
braco adjacente e cruza-se numa area central, o labirinto é apoiado sob um suporte com 25 cm
elevado em relacéo ao solo (Figura 6). O animal foi colocado na area central voltado para um
dos bracos fechados e observado durante cinco minutos, apds 30 minutos da administracdo do
tratamento. Os parametros comportamentais analisados foram o tempo de permanéncia nos

bracos abertos e fechados e a frequiéncia de entradas em ambos 0s bracos.

Figura 6: Aparato utilizado no modelo do Labirinto em Cruz Elevado.

Adaptado de: http://www.inecusp.org/cursos/cursoll/modelos_animais_ansiedade.htm.
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3.2.8 Modelo da Placa Perfurada (Hole Board)

Para avaliar a atividade exploratoria utilizou-se o teste da placa perfurada que consiste
em um aparelho (30x30x15), a 10 cm de altura, com orificios de 2 cm de diametro,
equidistantes entre si (Figura 7). Os efeitos de tratamentos com agentes ansioliticos sdo
mensurados através do numero de espreitamento nos orificios pelos animais, atividade
locomotora e tempo de laténcia (TAKEDA et al., 1998). O nimero de cruzamentos que 0
animal faz entre as areas demarcadas do equipamento durante cinco minutos representa a

atividade locomotora.

Figura 7: Aparato utilizado no modelo da Placa Perfurada.

3.2.9 Andlise Estatistica

Os resultados foram analisados estatisticamente utilizando o Teste de Mann —\Whitney
para dados ndo paramétricos e o Teste“t’de Student ndo pareado para dados paramétricos
através do programa Graph Pad Prism versdo 5.0 (GraphPad Sotware Incorporated, San
Diego, USA). Os valores obtidos para cada grupo foram expressos em média + e.p.m. e foram

considerados significativos quando apresentaram um valor de p < 0,05.
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3.3 Estudo Quimico de Erythrina velutina Willd

3.3.1 Processamento do Material Vegetal

As cascas do caule e folhas de Erythrina velutina Willd., foram secas em estufa com
ar circulante a temperatura média de 45 °C durante 1 semana. Apds a secagem, o material
vegetal foi submetido ao processo de pulverizagdo em moinho mecanico tipo Harley,

obtendo-se 900 g de pd seco da casca e 360 g de p6 seco de folhas.

3.3.2 Preparacao dos Extratos

e Obtencédo do Extrato Etanolico Bruto das Cascas (EEBCc):

As cascas secas e pulverizadas (450 g) foram submetidas a maceracéo exaustiva com
etanol (EtOH) a 95 %, em um recipiente de aco inoxidavel. Foram feitos trés processos de
extracdo num intervalo de 72 horas entre eles, para garantir uma maxima extracdo dos
constituintes quimicos. A solucdo etandlica obtida foi filtrada, fazendo-se, em seguida, a
evaporacao do solvente com o auxilio de um evaporador rotatério a uma temperatura média
de 50 °C. Ap0s esse processo de evaporacao do solvente, obteve-se o EEBc, que pesou 23,19

g, correspondendo a 5,15 % do peso seco da planta.

e Obtencéo do Extrato Aquoso das cascas (EAC):

As cascas secas e pulverizadas (450 g) foram submetidas & decocgdo com agua
destilada a uma temperatura média de 80°C por 30 minutos, repetindo-se o processo. O
decocto obtido foi filtrado a vacuo, e em seguida liofilizado a -45°C por um periodo de 24
horas em liofilizador Terroni série LS3000 (Figura 8). Ao fim do processo, obteve-se 24,84 g

do EAc com um rendimento de 5,52%.
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e Obtencdo do Extrato Aquoso das folhas (EAf):

As folhas secas e pulverizadas (314 g) foram submetidas a decoccédo e liofilizacéo,
seguindo 0os mesmos parametros utilizados para decoccdo das cascas. Ao fim do processo,
obteve-se 42,27 g do EAf com um rendimento de 13,46 %.

Figura 8: Liofilizador Terroni LS (Fonte:http://terroni.com.br).

3.3.3 Fracionamento do Extrato Aquoso das Folhas

Para o fracionamento do extrato aquoso, foi utilizado Amberlite ® XAD ® -2 (poros 9
nm e particula de 0,3-1,2 mm), um adsorvente polimérico hidrofébico, fornecido como
granulos brancos insoltveis (Figura 9) e formado por resina de copolimero reticulado de

poliestireno (Figura 10).
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Figura 9: Estrutura hidrofébica macroreticular da resina Amberlite ® XAD ® -2. A estrutura
porosa da resina, permite que a agua penetre nos poros facilmente. Fonte: ROHM & HAAS,
1997.

Figura 10: Estrutura do poliestireno

Foi realizada a ativacdo e a limpeza prévia da resina, submetendo-a ao refluxo de
solventes em aparelho de Soxlhet (acetona por cerca de 4h e metanol também por 4h). Logo
apos, a resina foi colocada em banho-maria com metanol e agitacdo magnética por
aproximadamente 10 minutos e a seguir filtrada a vacuo, repetindo-se todo o procedimento
por cinco vezes. Esta técnica constitui uma etapa de purificacdo que visa eliminar possiveis
interferentes e/ou contaminantes presentes na resina, assim como garantir que os sitios ativos
estejam livres para que ocorra o processo de adsorgéo.

O extrato aquoso (25g) foi acidificado a pH 2 e misturado com 100 g de resina
Amberlite XAD2 (D’ARCY, 2005). Em seguida a mistura foi homogeneizada durante 2 horas
com auxilio de um agitador magnético. A mistura foi entdo filtrada & vacuo com 700 mL de
solucdo acida (HCI, pH = 2), subsequentemente, com 700 mL de agua destilada para remover
0S acucares e outras substancias polares, e por dltimo 1L de metanol, para extrair as

substancias de interesse, especialmente os compostos fendlicos.
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Os filtrados com solucdo acida e &gua destilada foram submetidos & liofilizacdo e
originaram respectivamente a Fragdo Aquosa Acida e a Fragdo Aquosa. O filtrado com
metanol foi concentrado em evaporador rotatorio a 40°C, obtendo-se 5g da Fracédo
Metanolica, com um rendimento de 20 %. A metodologia utilizada foi baseada em
metodologia previamente descrita na literatura e encontra-se esquematizada na Figura 11
(TOMAS-BARBERAN, 1992; FERRERES et al., 1992; MARTOS et al., 1997; LIANDA;
CASTRO, 2008).

3.3.4 Avaliacéo Fitoquimica Preliminar

A prospeccdo fitoquimica buscou sistematizar ou rastrear os principais grupos de
constituintes quimicos que compdem 0s extratos vegetais, através de um exame qualitativo
rapido, no qual se utilizou reagentes de coloracdo ou precipitacdo. A triagem foi realizada
seguindo a metodologia descrita por Matos (1997) e seus resultados encontram-se

sumarizados no Quadro 1. A seguir encontra-se a composic¢ao dos reagentes utilizados:

¢ Reagente Dragendorff:
Sol. A
0,85 g de subnitrato de bismuto
40 mL de agua destilada
10 mL de &cido acético glacial
Sol. B
8,0 g de iodeto de potassio
20 mL de &gua destilada

e FeCl;a2%

e Reagente Liebermann- Burchard

1,0 mL de anidrido acético

2,0 mL de H,SO,
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Figura 11: Fracionamento do Extrato Aquoso das folhas utilizando resina Amberlite XAD2.
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3.3.5 Avaliacao do Perfil Cromatografico

Para a analise do perfil cromatografico da Fracdo Metandlica foi utilizada
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE ou HPLC - High Performance Liquid
Chromatography) com detector de arranjo de diodos, nas seguintes condigdes experimentais:
concentracdo da amostra de 2,5 mg/mL; fase mével Acetonitrila (ACN): H,O: Trietilamina
0,1%, em modo gradiente de 5 a 95% de ACN em 35 min, coluna cromatografica de fase
reversa analitica (Luna Phenomenex 250 x 4,60 mm, 5 um) operada a um fluxo de ImL/min e
injetado um volume de 20 pL.

Com o intuito de comparar os perfis cromatograficos das fracGes e verificar a
eficiéncia do método de separacdo descrito no item 2.3.3, e partindo do pressuposto que 0s
constituintes eluidos nestas fracdes, sdo de carater polar, obteve-se também os cromatogramas
das FracBes Aquosa e Aquosa Acida na concentragdo de 1 mg/mL, utilizando-se fase movel
ACN: H,0: Trietilamina (10: 90: 0,1) em 35 min, modo isocratico, coluna cromatografica de
fase reversa analitica (Luna Phenomenex 250 x 4,60 mm, 5 um) operando a um fluxo de

1mL/min e injetado um volume de 20 pL.
3.3.6 Isolamento dos Constituintes Quimicos

O processo de isolamento das substdncias codificadas: EV-1, EV-2 e EV-3 da
Fr.MeOH, foi realizado por CLAE com detector de arranjo de diodo em coluna
cromatografica de fase reversa semi-preparativa (Luna Phenomenex 250 x 10,0 mm, 10 um).
A amostra foi preparada a uma concentracdo de 20 mg/mL; o sistema de eluicdo foi por
gradiente, iniciando com 5 % de ACN e 95% de fase aquosa com 0,1% Trietilamina,
passando para 10% de ACN em 10 min, chegando em 30 min. com 95% de ACN e 5% de
fase aquosa com 0,1% Trietilamina. A vaz&o foi mantida a 5mL/min e injetado um volume de
800 pL.

Apbs a cromatografia preparativa, EV-1, EV-2 e EV-3 foram submetidas ao teste de
Dragendorff para deteccdo de alcaldides. Em seguida, foram obtidos os espectros de
Ressonancia Magnética Nuclear de *H (RMN de ‘H) e Ressonancia Magnética Nuclear de *C
(RMN de **C) unidimensionais das substancias, em espectrometro de marca MERCURY -
VARIAN (LTF/UFPB) operando a 500 MHz (*H) e a 125 MHz (*3C). As amostras para
analise foram preparadas dissolvendo-se em metanol deuterado (CD3;OD) da Cambridge
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Isotope Laboratories. Os deslocamentos quimicos (8) foram expressos em partes por milhdo
(ppm) e foram referenciados para RMN de 'H pelos picos caracteristicos dos hidrogénios
pertencentes as fragdes ndo deuteradas deste solvente: metanol (6H 3,30 ppm). Para 0s
espectros de RMN de *C, estes mesmos parametros foram utilizados: metanol (3C 49,00
ppm).

As multiplicidades no espectro de RMN *H foram indicadas segundo as convengdes: s

(simpleto), sl (simpleto largo), d (dupleto), dd (duplo dupleto), m (multipleto).

3.3.7 Purificacdo de EV-2

A substancia EV-2 apresentou um maior grau de pureza em relacdo a EV-1 e EV-3,
portanto foi a primeira a ser submetida a uma nova cromatografia semi-preparativa por CLAE
a fim de purifica-la, para tanto foram utilizadas as seguintes condi¢fes experimentais:
concentracdo da amostra de 4 mg/mL; fase mével ACN: H,O: Trietilamina (25:75:0,1) por 10
min, em modo isocratico, coluna cromatografica de fase reversa semi-preparativa (Luna
Phenomenex 250 x 10,0 mm, 10 um) operada a um fluxo de SmL/min e injetado um volume
de 800 pL. Obtendo-se um rendimento de 75 %.

Em seguida, foram obtidos novos espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de *H

e 13C. As demais substancias estdo em fase de isolamento e posterior identificagéo estrutural.
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4 RESULTADOS

4.1 ESTUDO BOTANICO E FARMACOBOTANICO

4.1.1 Nome aceito e sinbnimos

Erythrina velutina Willd. in Gest. At Freunde Berlin Neue Schr. 3: 426. 1801.
=Erythrina aculeatissima Desf., in Tableau de I'Ecole de Botanique 191. 1804.
=Erythrina velutina Jacq., in Pl. Hort. Schoenbr. 4: pl. 466. 1804.

=Chirocalix velutinum Walp., in Flora 36: 148. 1853.

=Corallodendron velutinum Willd., in Revisio Generum Plantarum 1: 173. 1891.
=Erythrina splendida Diels., in Bibliotheca Botanica 116: 96. 1937.

=Erythrina velutina fo. aurantiaca Ridl., in Brittonia 3(2): 329. 1939

4.1.2 Morfodiagnoses Macroscopicas de Orgéos Vegetativos e Reprodutivos

Erythrina velutina é uma espécie de habito arb6reo, com 4 a 15 m de altura, apresenta
caule suberoso de coloragdo cinzenta (Figura 12 A e B), com presenca de lenticelas. As
extremidades dos ramos, bem como a planta jovem possuem casca com muitos aculeos,
rigidos de 1,3 - 1,5 cm de diametro (Figura 12 C e D). A casca possui até 25 mm de
espessura, regido externa de consisténcia dura e interna de aparéncia porosa. Observou-se
entre as fendas do suber a presenca de liquens e musgos (Figura 12 C).

As folhas sdo alternas, trifolioladas, o peciolo cilindrico, 6-14 cm de comprimento,
com estipulas; peciolulo curto; foliolos sub-delt6ides, cartaceos, apice retuso, base cordada,
margem inteira, deciduos na floragéo (Figura 13 A).

Inflorescéncias em paniculas racemosas, densas, flores bissexuadas, calice espatéceo,
sépalas-5; corola papilionacea, pétalas-5, livres, de cor vermelho-alaranjado. Estames-10,
diadelfos, anteras rimosas, dorsifixas. Ovario supero, unicarpelar, pluriovular, placentacdo

marginal, estilete filiforme, estigma globoso (Figura 13 B).
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O fruto é do tipo legume, deiscente, glabro, 3-8 cm de comprimento, de coloragéo
marrom a preta, polispérmico, com 1 a 3 sementes (Figura 13 C).

As sementes apresentam formato alongado, reniformes, 1,0-2,0 x 0,8-1,0 cm, apice
arredondado e base arredondada-truncada, hilo desenvolvido de formato oblongo, sem
pleurograma, com testa vermelho-alaranjado, superficie brilhante e lisa, duras, vernicosas
(Figura 13 D).

4.1.3 Morfodiagnoses Microscépicas da Folha

4.1.3.1 Epiderme Foliolar

A epiderme da lamina foliolar de Erythrina velutina, em vista frontal, apresenta-se
anfiestomatica, com estdmatos do tipo paracitico (Figura 14 A) e ocasionalmente anisociticos,
sendo escassos na face adaxial e abundantes na face abaxial (Figura 14 B). As células
epidérmicas possuem paredes anticlinais sinuosas em ambas as faces. Os tricomas sdo
escassos na face adaxial e numerosos na face abaxial. Foram identificados tricomas do tipo
glandular claviforme (Figura 14 B), ramificado unisseriado ou multiserriado, tector
constituido por uma célula basal, acompanhada de célula terminal alongada. Em secdo
transversal, a epiderme apresenta-se unisseriada, com parede periclinal externa plana a
convexa e revestida por uma camada de cuticula lisa e espessa. Os estbmatos encontram-se
inseridos ao nivel ou ligeiramente abaixo do nivel das demais células epidérmicas (Figura 14
C).

4.1.3.2 Mesofilo Foliolar

O mesofilo possui organizagdo dorsiventral, com parénquima paligaddico 3-4-
estratificado e esponjoso com 2-3-estratos de células alongadas, semelhantes a pali¢as, com
espaco intercelular. Observou-se pequenos feixes vasculares colaterais que se distribuem ao
longo da lamina foliolar. Entre o parénquima palicadico e o lacunoso nota-se a presenca de

um estrato de parénquima paravenal, o qual se estende entre as nervuras (Figura 14 C).
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Figura 12. Caule e ramos de Eryhtrina velutina Willd. A. Planta jovem; B. Planta adulta, em
estagio de floracdo e frutificacdo; C. Detalhe do caule aculeado, casca com liquens e musgos;
D. Caule e ramos aculeados.
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Figura 13. A. Folha trifoliolada, foliolos sub-deltdides; B. Inflorescéncia em panicula
racemosa, corola papilionacea; C. Fruto legume deiscente (SILVA et al., 2008); D. Semente
reniforme, hilo desenvolvido. Legenda: pd=pedicelo, se=semente.
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4.1.3.3 Bordo Foliolar

O bordo foliolar, em seccdo transversal, apresenta-se arredondado, levemente voltado
para a face abaxial, com a epiderme uniestratificada, seguida de células lignificadas (Figura
14 D).

4.1.3.4 Nervura Principal do Foliolo

A nervura principal, em secgdo transversal, exibe contorno biconvexo, sendo mais
amplo e proeminente na face abaxial. Adjacente a epiderme, evidencia-se o colénquima do
tipo angular, descontinuo, 4-6- estratificado, voltado para ambas as faces (Figura 15 A).
Idioblastos contendo cristais estiloides foram observados na regido do colénquima e floema.
O sistema vascular é formado por seis a doze feixes colaterais, em forma de semicirculo,
envolvendo uma regido central de parénquima medular. Bainha de fibras esclerenquimaticas
delimita externamente o floema, voltado para a periferia; cambio vascular formado por 2-3-
estratos de células separam o floema do xilema, este formado por elementos de vasos,

dispostos radialmente, separados por parénquima xilematico (Figura 15 B).

4.1.3.5 Peciolo

O peciolo, em secdo transversal, apresenta contorno circular a semicircular, com
epiderme uni-estratificada, revestida por uma camada de cuticula lisa e espessa, seguida de
colénquima angular 2-3-estratificado, e parénquima cortical com 2-3-estratos de células
isodiamétricas (Figura 15 C). Observou-se a presenca de idioblastos com cristais prisméticos
e estildides (Figura 15 D) na regido do colénquima e parénguima fundamental, similares aos
encontrados na nervura principal. Calotas de fibras de origem esclerenquimaticas se dispdem
adjacente ao floema e externamente aos feixes vasculares; células parenquimaticas
lignificadas localizam-se entre os feixes vasculares, internamente ao xilema e delimitam um
parénquima medular, composto de células de paredes delgadas maiores que as do parénquima
fundamental. Tricomas semelhantes aos da lamina foliar, distribuem-se ao longo do peciolo.
O sistema vascular é formado por 10 a 12 feixes colaterais de tamanhos irregulares, separados
e dispostos em circulo, e a regido proximal disposta em um unico feixe colateral circular. O
floema encontra-se separado por células parenquimaticas e seguido do cambio vascular com

46



MELO, I.C.A.R Contribuicdo ao Conhecimento de Erythrina velutina...

2-3-estratos e do xilema, formado por 3-4-elementos de vasos dispostos radialmente (Figura
15 D).

4.1.3.6 Peciolulo

Em sec8o transversal, exibe contorno circular a semicircular. Assim como nos foliolos,
a espécie possui epiderme uni-estratificada, revestida por uma cuticula lisa e espessa sobre as
paredes periclinais externas (Figura 15 E). O parénquima fundamental compreende uma
extensa area da estrutura, sendo formado por células de contorno arredondado, além de
células contendo grdos de amido formando uma bainha amilifera, delimitando externamente
um floema compacto; inimeros idioblastos cristaliferos contendo cristais estiloides foram
observados envolvendo a bainha amilifera. O sistema vascular é formado por um dnico feixe
colateral disposto em circulo, envolvendo o parénquima medular, no qual se observa
formagBes xileméticas. O cambio vascular, 2-3-estratos, separa o floema do xilema, formado

por 3-4-elementos de vasos xilematicos (Figura 15 F).

4.1.3.7 Testes Histoquimicos

Teste com floroglucinol acidificado em secc¢des da nervura principal e do peciolo de E.
velutina, evidenciaram xilema e esclerénquima lignificados, confirmando a disposi¢do dos
feixes vasculares (Figura 16 A). Cuticula espessa revestindo as epidermes da nervura foliolar,
peciolo e pecitlulo foram evidenciadas pelo reagente Sudam Il (Figura 16 B). A presenca de
grdos de amido no parénquima fundamental da nervura principal, do peciolo e regido
periciclica do pecidlulo, foram caracterizadas em secc¢es transversais tratadas com uma
solucéo de lugol (Figura 16 C). A positividade para o teste de Dragendorff sugeriu a presenca
de alcal6ides no floema e parénquima fundamental (Figura 16 D).
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Figura 14. Eryhtrina velutina Willd. Epiderme, em vista frontal: A. face adaxial, estbmatos
paraciticos; B. face abaxial, tricoma glandular claviforme estipitado. Lamina foliar em sec¢éo
transversal: C. mesofilo dorsiventral; D. bordo foliolar. Legendas: tr= tricoma; ead=epiderme
na face adaxial; eab=epiderme na face abaxial; est.p=estdmato paracitico; est.a=estbmato
anisocitico; pp=parénquima paligadico; pv=parénquima paravenal; pe=paréngquima espon;joso;

fv=feixe vascular.
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Figura 15. Eryhtrina velutina Willd. Seccdo transversal: A. Nervura principal com feixes
vasculares colaterais, em semicirculo; B. Detalhe do sistema vascular, evidenciando floema,
xilema e cambio vascular. Peciolo em sec¢édo transversal: C. Por¢do mediana do peciolo; D.
Detalhe do peciolo, evidenciando feixes vasculares colaterais. Peciolulo em seccédo
transversal: E. Porcdo proximal do peciolulo; F. Detalhe do pecidlulo evidenciando feixe
vascular. Legendas: ep=epiderme; pf=parénquima fundamental, pm=parénquima medular;
col=colénquima; fv=feixe vascular; fl=floema; ev=elementos de vasos; cam=cambio;
esc=esclerénquima; tric=tricoma; bam=bainha amilifera; crp=cristais prismaticos; cre=cristais
estiloides.
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Figura 16. Eryhtrina velutina Willd. Testes histoquimicos. A. Xilema e esclerénquima
lignificados, evidenciados pelo floroglucinol acidificado, em secéo transversal do peciolo
(rosa); B. Cutina (seta) revestindo a epiderme do peciolo, evidenciada pelo sudam; C. Bainha
amilifera envolvendo feixe vascular do pecidlulo, evidenciado pelo lugol; D. Feixe vascular
do peciolo, evidenciando alcaloide na regido do floema (seta). Legenda: bam=bainha
amilifera; fv=feixe vascular.
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4.2 ESTUDO FARMACOLOGICO

4.2.1 Triagem Farmacologica Comportamental e Determinacéo DLsg

Considerando os parametros citados por Almeida & Oliveira (2006), os animais
tratados com o Extrato Aquoso das cascas (EAc) de E. velutina, apresentaram apenas redugéo
da ambula¢do e uma leve perda do reflexo corneal nas doses de 1000 e 2000 mg/kg, com
diminuicdo desses efeitos no decorrer das quatro horas de observacdo. Ndo foram constatadas
mortes durante o experimento e no periodo de 72 horas.

A administracdo do Extrato Etanélico Bruto das cascas (EEBc) demonstrou ap6s uma
hora de experimento, que as doses de 125, 250 e 500 mg/kg diminuiram a ambulacdo e
evidenciaram uma discreta perda do reflexo corneal, no entanto, as doses de 1000 e 2000
mg/kg além desses efeitos, promoveram leve sedacdo e diminuicdo da forca para agarrar.
Foram registradas duas mortes apos o experimento na dose de 2000 mg/kg, sendo uma no
periodo de 24 horas e outra em 48 horas.

O Extrato Aquoso das folhas (EAf) de E. velutina promoveu nos camundongos
reducdo da ambulacdo, perda do reflexo corneal e resposta ao toque diminuida a partir da dose
de 250 mg/kg, intensificando esses efeitos de forma dose-dependente. A sedacdo foi
observada a partir da dose de 125 mg/kg. Ptose palpebral e reducdo da forca para agarrar
foram demonstradas apenas na dose de 2000 mg/kg. Mortalidade foi observada na dose
méaxima administrada, sendo uma morte durante o experimento e outras quatro no periodo de
24 horas, conferindo um total de cinco dbitos.

Os animais tratados com a Fracdo Metandlica (Fr.MeOH) do extrato aquoso das folhas
apresentaram apo0s trinta minutos os seguintes efeitos comportamentais a partir da dose de 125
mg/kg: ambulacdo diminuida, sedagdo, perda do reflexo auricular e corneal, esses efeitos se
intensificaram de forma dose-dependente. Na dose de 500 mg/kg, também foi verificada a
resposta ao toque reduzida, ja nas doses de 1000 e 2000 mg/kg, além desse efeito, foi
observado também a ptose palpebral e intensa sedacdo que persistiu apds as quatro horas de
experimento. Foram registradas duas mortes na dose de 2000 mg/kg, observadas durante o
experimento.

Com base nos resultados obtidos (Quadro 1), os extratos da casca e das folhas de E.
velutina, apresentaram alteracbes comportamentais semelhantes aquelas demonstradas por

drogas depressoras do SNC. No entanto, 0 EAf e Fr.MeOH demonstraram atividade sedativa
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mais significante quando comparado ao EAc e EEBc. Neste contexto escolheu-se a Fr.MeOH
originada do EAf para dar continuidade a investigacdo psicofarmacolégica
Em relacdo a DLsy este parametro ndo pode ser estimado para nenhum dos

extratos/fracdo testados, demonstrando que a espécie apresenta baixa toxicidade.

Quadro 1. Dados referentes a triagem farmacoldgica realizada com os extratos obtidos de
cascas e folhas de Erythrina velutina Willd: Fracdo Metandlica das Folhas (Fr.MeOH),
Extrato Aquoso das Folhas (EAf), Extrato Aquoso das Cascas (EAc) e Extrato Etanodlico
Bruto das Cascas (EEBc).

ALTERACOES Fr.MeOH | EAf | EAc | EEBc
Resposta ao toque ++ + 0 0
diminuida
Reducéo do reflexo + + + +

corneal e auricular

Ambulacdo diminuida ++ + + +
Sedagéo ++ + 0 +
Numero total de mortes 2 5 0 2

Legenda: 0 = ausente; + presente, ++ intenso. Nlmero total de mortes:
durante o experimento e apds 72 h de observacao.

4.2.2 Avaliacdo da Atividade Ansiolitica

4.2.2.1 Modelo do Campo Aberto (Open-Field)

Os animais submetidos ao teste do campo aberto, apresentaram diminui¢do
significativa na ambulacdo ap6s tratamento prévio com a Fr.MeOH nas doses de 125 mg/kg

(26,0 £ 4,6), 250 mg/kg (34,7 £ 1,9) e 500 mg/kg (30,6 £ 3,2) quando comparados ao controle
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(66,2 £ 6,5). Os valores da ambulacéo para o grupo tratado com diazepam 0,5 mg/kg foram de
82,6 + 14,7, representando aumento em relacdo ao grupo controle (Grafico 1).

No parametro exploratorio de levantar (Grafico 2), foi evidenciada uma reducéo
significativa de forma dose-dependente ap6s administracdo das doses testes (125 mg/kg: 2,2 +
0,9; 250 mg/kg: 1,5 + 0,9 e 500 mg/kg: 0,6 + 0,4) em relagdo ao controle (9,7 £ 1,5). O
diazepam (0,3 + 0,1) também foi capaz de reduzir o ato de levantar dos animais.

De acordo com os resultados do Gréafico 3, os animais tratados com 125 mg/kg (33,5 +
7,5 s) e 250 mg/kg (52,1 + 6,0 s) da Fr. MeOH aumentaram significativamente o tempo
despendido para a auto-limpeza (Grooming), quando comparados ao controle (16,1 + 4,8 s).
Deste modo, o diazepam (21,9 £ 4,5 s) e a dose teste de 500 mg/kg (16,2 £ 4,6 s) ndo
alteraram este comportamento.
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Gréfico 1. Efeito da fracdo metandlica (Fr.MeOH) das folhas de E. velutina nas doses de 125,
250 e 500 mg/kg (i.p), sobre a ambulagdo no teste do Campo Aberto em camundongos. Os
valores estdo expressos em media + erro padrdo da media (n=8). ** p < 0,01 e *** p < 0,001.
Teste de Mann -Whitney.

A quantidade de bolos fecais (Grafico 4) foi reduzida de forma significativa em todas
as doses da Fr. MeOH (125 mg/kg: 0,4 + 0,2; 250 mg/kg: 0,12 £+ 0,1e 500 mg/kg: 0,13 + 0,1)
em comparagdo aos grupos que receberam apenas o veiculo (1,6 = 0,4) . Nenhum efeito
significativo foi observado com o tratamento do diazepam (0,5 £ 0,2).
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Gréfico 2. Efeito da fracdo metandlica (Fr.MeOH) das folhas de E. velutina nas doses de 125,

250 e 500 mg/kg (i.p), sobre o comportamento de levantar (Rearing) no teste do Campo

Aberto em camundongos. Valores estdo expressos em média + erro padrdo da média (n=8). **
p <0,01 e *** p <0,001. Teste de Mann -Whitney.
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Gréfico 3. Efeito da fracdo metandlica (Fr.MeOH) das folhas de E. velutina nas doses de 125,

250 e 500 mg/kg (i.p), sobre a variacdo da auto-limpeza (tempo, em segundos) (Grooming) no

teste do Campo Aberto em camundongos. Valores estdo expressos em média + erro padréo da

média (n=8). *p<0,05 e ***p<0,001. Teste “t” de Student para amostras independentes.
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Graéfico 4. Efeito da fracdo metandlica (Fr.MeOH) das folhas de E. velutina nas doses de 125,
250 e 500 mg/kg (i.p), sobre a defecacdo no teste do Campo Aberto em camundongos. Os
valores estdo expressos em média + erro padrdo da média (n=8). * p < 0,05. Teste de Mann -
Whitney.

4.2.2.2 Modelo do Labirinto em Cruz Elevado (Pluz-maze)

Os grupos tratados com a Fr.MeOH ndo apresentaram variacdo no n° de entradas nos
bracos abertos (125 mg/kg: 4,6 £ 0,5; 250 mg/kg:4,0 £ 0,7; 500 mg/kg:4,4 = 0,4) em
comparacdo ao grupo controle (C: 3,9+0,5) (Grafico 5A), no entanto, verificou-se um
aumento significativo no tempo de permanéncia nos bracos abertos (Grafico 5B) nas doses de
125 mg/kg e 500 mg/kg (C: 34,6 + 6,1; 125 mg/kg: 60,8 £ 6,5; 500 mg/kg: 76,7 = 9,7 s). A
dose de 250 mg/kg (107,8 £ 37,0) ndo apresentou valor significativo provavelmente pelo forte
efeito sedativo provocado em alguns animais durante o teste, que ocasionou intensa reducéo
da ambulacédo e sonoléncia, fazendo com que dormissem ora nos bracos abertos, ora nos
bragos fechados.

Em relacdo aos bracos fechados, todas as doses foram capazes de diminuir de forma
significativa o n° de entradas (C: 11,2 + 1,1; 125 mg/kg: 6,9 + 0,9; 250 mg/kg: 3,5 = 0,9; 500
mg/kg: 5,5 = 0,5) (Grafico 6A), ja no tempo de permanéncia nos bracos fechados (Gréafico
6B), a diminuicao foi significativa nas doses de 125 mg/kg e 500 mg/kg (C: 210,4 + 7,2; 125
mg/kg: 192,0 + 8,9; 250 mg/kg: 136,4 £+ 36,8; 500 mg/kg:166,4 £ 13,6 s). O diazepam (0,5

mg/kg) aumentou significativamente o ndmero de entradas (7,7 = 0,8) e o tempo de
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abertos (111 £ 12,5 s), enquanto que nos bragos fechados, ndo

ocorreu alteracdo no nimero de entradas (8,8 + 0,7), mas reduziu de forma significativa o

tempo de permanéncia (136,3 £ 14,7 s).
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Graéfico 5. Efeito da frac

do metandlica (Fr.MeOH) das folhas de E. velutina nas doses de 125,

250 e 500 mg/kg (i.p), em camundongos, no teste do Labirinto em Cruz Elevado — A. Numero

de entradas nos bracos abertos, Teste de Mann-Whitney. B. Tempo de Permanéncia

(segundos). Teste “t” de

Student para amostras independentes. Os valores estdo expressos em

média £ erro padrdo da média (n=8). * p< 0,05, ** p < 0,01 e *** p <0,001.
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Gréfico 6. Efeito da fracdo metandlica (Fr.MeOH) das folhas de E. velutina nas doses de 125,
250 e 500 mg/kg (i.p), em camundongos, no teste do Labirinto em Cruz Elevado —A. Numero
de entradas nos bracos fechados.. Teste de Mann-Whitney. B. Tempo de Permanéncia
(segundos). Teste “t” de Student para amostras independentes. Os valores estdao expressos em

média + erro padrdo da média (n=8). * p < 0,05 e ** p < 0,01.
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4.2.2.3 Modelo da Placa Perfurada (Hole Board)

De acordo com os resultados observados no grafico 7, os animais tratados com 250
mg/kg (9,6 £ 1,7) e 500 mg/kg (5,6 £ 1,2) da Fr.MeOH, diminuiram de forma significantiva o
namero de mergulhos em relacdo aos animais tratados com o controle (16,0 £ 1,1). Enquanto
que o diazepam (22,1 + 0,6) promoveu o aumento do numero de mergulhos na placa
perfurada, refletindo o seu efeito ansiolitico. Contudo, o tempo de laténcia para o0 primeiro
mergulho (Grafico 8), ndo apresentou diferenca significativa entre os grupos testes (125
mg/kg: 17,4 = 6,0 s; 250 mg/kg: 16,6 + 4,2 s; 500 mg/kg: 13,7 £ 5,4 s), controle (20,7 £ 5,1 )
e padrdo (6,9 £ 1,65).
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Gréfico 7. Efeito da fracdo metandlica (Fr.MeOH) das folhas de E. velutina nas doses de 125,
250 e 500 mg/kg (i.p) sobre o numero de mergulhos no teste da Placa Perfurada, em
camundongos. Os valores estdo expressos em média + erro padrdo da média (n=8). * p < 0,05
e ** p < 0,01 Teste de Mann -Whitney.
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Gréfico 8. Efeito da fracdo metandlica (Fr.MeOH) das folhas de E. velutina nas doses de 125,
250 e 500 mg/kg (i.p) sobre o tempo de laténcia (s) para o primeiro mergulho no teste da
Placa Perfurada, em camundongos. Os valores estdo expressos em média + erro padrdo da

média (n=8). Teste “t” de Student para amostras independentes.

Os animais submetidos ao teste da Placa Perfurada, apresentaram diminuicao
significativa na ambulacdo ap6s tratamento prévio com a Fr.MeOH nas doses de 125 mg/kg
(13,5 £ 2,3), 250 mg/kg (10,6 + 1,3) e 500 mg/kg (10,9 + 2,3) quando comparados ao controle
(28,5 £ 2,1) No entanto, o diazepam na dose de 0,5 mg/kg (49,4 £ 4,1) apresentou, COmo 0
esperado, aumento deste parametro com valor significativo (Grafico 9).

Conforme ilustrado no grafico 10, o tempo de imobilidade aumentou em todas as
doses teste, mas apenas foi significativo nas doses de 250 mg/kg (79,2 + 17,0 s) e 500 mg/kg
(125,0 £ 13,0 s), em relacdo ao controle (1,6 = 0,8 s). O grupo padrdo (77,4 + 18,4 s) também

demonstrou aumento para este parémetro.
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Graéfico 9. Efeito da fracdo metandlica (Fr.MeOH) das folhas de E. velutina nas doses de 125,

250 e 500 mg/kg (i.p) sobre a ambulagdo no teste da Placa Perfurada, em camundongos. Os

valores estdo expressos em média + erro padrdo da média (n=8). ** p < 0,01 e *** p < 0,001.
Teste de Mann -Whitney.
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Grafico 10. Efeito da fracdo metanolica (Fr.MeOH) das folhas de E. velutina nas doses de

125, 250 e 500 mg/kg (i.p) sobre o tempo de imobilidade (s) no teste da Placa Perfurada, em

camundongos. Os valores estdo expressos em média £ erro padrdo da média (n=8). ** p <

0,01 e *** p < 0,001 Teste “t” de Student para amostras independentes.
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4.3 ESTUDO QUIMICO

4.3.1 Triagem Fitoquimica Preliminar

A avaliacdo qualitativa realizada por meio de reagentes de coloracdo ou precipitacdo

evidenciou os grupos de constituintes presentes nos extratos e fracdo das folhas e cascas de

Erythrina velutina, observadas no Quadro 2.

Quadro 2. Dados referentes a triagem fitoquimica realizada com os extratos obtidos de cascas
e folhas de Erythrina velutina Willd: Extrato Aquoso das Folhas (EAf), Fracdo Metanolica
das Folhas (Fr.MeOH), Extrato Aquoso das Cascas (EAc) e Extrato Etanolico Bruto das

Cascas(EEBc).

Contribuicdo ao Conhecimento de Erythrina velutina...

GRUPOS QUIMICOS | REAGENTES | EAf | Fr.MeOH | EAc | EEBc
Alcaldides Dragendorff - + - +
Esteroides e Liebermann- + + + +
Terpenoides Burchard
Taninos Cloreto Férrico | + + - -
2%
Flavonoides Fluorescéncia + + + +
Saponinas Teste de - - - -
espuma

Legenda: (-) Reagdo negativa; (+) Reacdo positiva.
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4.3.2 Perfil Cromatografico

A partir do perfil cromatografico das Fracdes, pode-se observar que o meétodo de
fracionamento (Ver Figura 11) do extrato aquoso utilizando Amberlite® XAD ®-2 foi
eficiente, promovendo a remogé&o dos constituintes mais polares; provavelmente substancias
de alto peso molecular ou de alta polaridade, como moléculas de agUlcar, proteinas,
aminoacidos, para as fracdes aquosas (Figura 17 e 18). Ja na Fracdo Metanolica além dos
constituintes polares foram observadas a presenca de compostos com tempo de retencédo entre

14 e 17 minutos, os quais foram alvo de nosso interesse (Figura 19).

Detector A-279 nm
4 —FRrR AQ.AC.1S0 10. 14.12.10 L
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Figura 17: Expansdo (de 0 a 22,0 min.) do cromatograma obtido por CLAE, da Fracéo
Aquosa Acida do extrato aquoso das folhas de Erythrina velutina. Fase Mével: ACN: H,0:

Trietilamina (10: 90: 0,1) em 35 min, fluxo 1 mL/min em coluna analitica.
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Figura 18: Expansdo (de O a 18,0 min.) do cromatograma obtido por CLAE, da Fragédo
Aquosa do extrato aquoso das folhas de Erythrina velutina. Fase Movel: ACN: H,O:

Trietilamina (10: 90: 0,1) em 35 min, fluxo 1 mL/min em coluna analitica.
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Figura 19: Cromatograma obtido por CLAE, da Fracdo Metandlica do extrato aquoso das
folhas de Erythrina velutina. Fase Mdvel: ACN: H,O: Trietilamina 0,1%, em modo gradiente
de 5 a 95%, em 35 min, fluxo 1 mL/min em coluna analitica. A elipse esta destacando 0s
picos que foram objeto de purificacdo por CLAE semi-preparativa.
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4.3.3 Isolamento dos Constituintes
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Figura 20: Expansdo (de 13,5 a 18,0 min.) do cromatograma obtido por CLAE, da Fracédo
Metanolica do extrato aquoso das folhas de Erythrina velutina. Fase Moével: ACN: H,O:
Trietilamina 0,1%, em modo gradiente 5 a 95% em 30 mim, fluxo de 5 mL/min em coluna

semi-preparativa.

Os compostos codificados Ev1, Ev2 e Ev3 (Figura 20) da Fr.MeOH das folhas obtidas
por CLAE, em método preparativo, foram submetidas ao teste de Dragendorff, o qual foi
positivo para as trés substancias, indicando a provavel presenca de alcaloides. As substancias
Evl e Ev3 nédo apresentaram grau de pureza satisfatorio e nem quantidade suficiente para a
aquisicdo de espectros de RMN com relacdo sinal/ruido adequada, impossibilitando a
identificacdo das estruturas. No entanto, os espectros de RMN de Ev2, apds processo de
purificacdo, apresentaram sinais sugestivos da presenca de alcaloides tetraciclico do tipo
eritrina (Figura 21), descritos a seguir:

O espectro de RMN de **C (Figuras 22) mostrou absorcdo em 8C 65,6 atribuida ao
carbono quaternario ligado diretamente ao nitrogénio (C-5), que absorve geralmente entre 5C
63- 68 ppm e dos carbonos aromaticos C-14 e C-17 sugerido para o anel D tetra substituido,
com os sinais em 6C 113,1 e 113,8 respectivamente, que em geral absorvem em 6C 108-112
(C-14) e 6C 111-117 (C-17) (TSUDA; SANO, 1996). Observou-se, ainda, um sinal intenso
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em d6C 56,6 que sugere a presenca de duas metoxilas (Figura 22), refocada pelos simpletos 6H
3,86 e 3,37, sendo a primeira aromética e a segunda alifatica (Figura 24).

O espectro de RMN de *H de Ev-2 sugere a presenca de um sistema diénico conjugado
entre 0s anéis A e B, devido a preseng¢a de protons olefinicos, sendo um duplo dupleto em 6H
6,6 (*H, J=10,5; 10Hz) acoplando com um dupleto em &H 6,22 (*H, J= 10,5 Hz), atribuidos
aos hidrogénios H-1 e H-2 do anel A, respectivamente (Figura 25), corroborando com o sinal
em 6C 134,2 (Figuras 22) atribuido ao carbono C-2, e a presenca de um simpleto largo em 6H
5,90 atribuido ao hidrogénio H-7 (Figuras 25).

Observa-se a presenca de prétons alifaticos (Figuras 26, 27, 28 e 29), que
provavelmente seriam atribuidos aos hidrogénios dos anéis A, B e D, além de protons
aromaticos, como os dois simpletos largos em 6H 6,85 e 6,72, sugeridos para 0s hidrogénios
H-14 e H-17, respectivamente, corroborando com a hipdtese de um anel D tetra substituido
para Ev-2.

Portanto, com base na analise dos dados espectrais acima descritos e na comparagao
com dados da literatura, foi possivel sugerir que a substancia Ev-2 seria o alcaldide: 3p-
1,2,6,7-tetradehidro-3,16-dimetoxi-eritrinan-15-ol ~ (erisovina) (Figura 30), composto
anteriormente isolado das sementes e cascas de Erythrina velutina. (TSUDA; SANO, 1996;
CABRAL, 2009).

Figura 21: Esqueleto tipico de alcaloides de Erythrina.
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Figura 22. Espectro de RMN de **C de Ev-2 (CD0D, 125 MHz).

Figura 23. Espectro de RMN de *H de Ev-2 (CD3;0D, 500 MHz).
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Figura 24: Expansdo do espectro de RMN de 'H de Ev-2 na regido de 3,3
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Figura 25: Expansdo do espectro de RMN de 'H de Ev-2 na regido de 5,8 a 7,0 ppm
(CD30D, 500 MHz).
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Figura 26: Expansdo do espectro de RMN de 'H de Ev-2 na regio de 3,9 a 4,6 ppm
(CD30D, 500 MHz).
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Figura 27: Expanséo do espectro de RMN de 'H de Ev-2 na regido de 3,6 a 3,8 ppm
(CD30D, 500 MHz).
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Figura 28: Expansdo do espectro de RMN de H de Ev-2 na regido de 2,7 a 3,1 ppm
(CD30D, 500 MHz).
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Figura 29: Expansdo do espectro de RMN de 'H de Ev-2 na regido de 1,2 a 2,1 ppm
(CD30D, 500 MHz).
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Figura 30: Estrutura da Erisovina
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5 DISCUSSAO

O estudo morfoldgico de Erythrina velutina aponta caracteristicas macroscopicas,
fornecidas a partir dos frutos, sementes, flores e folhas, que permitem a sua diferenciacéo
entre as espécies relacionadas como a Erythrinia verna.

Apesar de pertencer ao mesmo género, o fruto de E. verna é do tipo foliculo, de
acordo com Bortoluzzi et al. (2004), diferindo do fruto de E. velutina, que € um legume tipico
(LEWIS, 1987) com sementes reniformes de testa vermelho-alaranjado, também comum a E.
cristagalli, do qual se diferencia tanto pelo tamanho do fruto quanto pelo nimero de 6 a 12 e
cor das sementes, testa castanha, hilo lateral branco, com base em Sossella, (2005). Em
Erythrina a morfologia do fruto e semente constituem evidéncias taxonémicas muito
importantes para a separacdo dos taxa. Segundo Gunn (1981), caracteristicas externas e
internas das sementes sdo pouco modificadas pelo ambiente, constituindo-se assim, em
varidveis seguras para a identificacdo. Deste modo, a cor vermelho-alaranjada das sementes
de E. velutina, pouco frequente, pode ser considerada um carater bastante valido para sua
identificacéo.

A estrutura foliar das Fabaceae tem sido estudada sob varios aspectos e é bastante
varidvel, devido aos diferentes tipos de folhas destas plantas (MENEZES, 1985) e
correlacionada com a diversidade de ambientes em que vivem, demonstrados em diferentes
géneros e espécies (METCALFE; CHALK, 1979). Dessa forma, E. velutina apresenta folhas
alternas, foliolos sub-deltdides, apice retuso, base cordada, cartaceos. Erythrina falcata possui
foliolos ovais, coriaceos, com apice acuminado (ALMEIDA, 2010). Em E. speciosa 0s
foliolos séo ovais a romboides, obtusos ou subtruncados na base, agudos no apice. Erythrina
verna possui foliolos elipticos ou ovais, com a base obtusa a levemente cuneada, apice agudo
a acuminado (BORTOLUZZI et al., 2004).

Outra caracteristica importante e que pode ser observada facilmente é a presenca ou
ndo de aculeos. Erythrina velutina possui caule e ramos aculeados, assim como foi observado
para E. verna. No entanto, E. speciosa e E. falcata caracterizam-se pela presenca de aculeos
no caule e folhas (BORTOLUZZI et al., 2004; ALMEIDA, 2010).

A inflorescéncia de E. velutina é do tipo panicula racemosa, E. falcata apresenta-se em

cachos, E. speciosa em racemo terminal e E. verna em pseudo-racemos axilares
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(BORTOLUZZI et al., 2004; ALMEIDA, 2010). Portanto, as flores vistosas do género
Erythrina representam um carater distintivo entre as espécies.

A anatomia foliar de Erythrina velutina, em varios aspectos, correspondeu ao padrédo
registrado por Metcalfe e Chalk (1979) para a familia Fabaceae. Entretanto, a epiderme com
celulas de parede periclinal externa plana a convexa, diferiu da epiderme papilosa, comum em
muitas espécies de Erythrina, assim como em Erythrina cristagalli (SOSSELA, 2005). Ja as
paredes anticlinais, apresentaram contorno sinuoso, conforme observado para Faboideae
(ARAUJO, MENDONGCA, 1998); porém, este é um carater que pode sofrer variacdes
conforme a regido da folha, devido a fatores ambientais, como intensidade luminosa e
umidade atmosférica, podendo ser mais pronunciada na zona entre as nervuras, ou mesmo na
epiderme adaxial. (CUTTER, 1986).

Células epidérmicas revestidas por cuticula lisa e espessa foram observadas nas se¢des
transversais do mesofilo foliolar, peciolo e pecidlulo e confirmadas pelo teste do Sudam.
Morfologia semelhante foi registrada para E. cristagalli e E. falcata (SOSSELA, 2005;
ALMEIDA, 2010). De acordo com Eames e MacDaniels (1947), as camadas de cuticula
variam em espessura e caracteristicas, apresentando-se fina em plantas de sombra e lugares
umidos, e espessa em ambiente seco e ensolarado, como a regido da Caatinga.

Segundo Metcalfe e Chalk (1979), ndo existe um tipo de estdbmato caracteristico da
familia Fabaceae. A presenca de folhas anfiestomaticas e estdmatos do tipo paracitico e
anisocitico, coincidem com relato anterior para E. velutina (VENTURA et al., 2006). Além
dos estdbmatos citados, foi observado em E. falcata a presenca de estdbmatos do tipo
anomociticos (ALMEIDA, 2010).

O indumento pode funcionar na protecdo de estbmatos ou mesofilo, contra o excesso
de calor e ainda no isolamento e reflex@o da luz. Os tricomas do tipo glandular, em geral estdo
associados ao armazenamento de metabolitos secundarios, como OGleos essenciais.
(FRANCINO, 2006). Quatro tipos de tricomas foram identificados, distribuidos amplamente
na lamina foliolar, peciolo e peciodlulo de E. velutina, diferentemente de E. cristagalli, na qual
foi relatada a auséncia de tricomas, e de E. falcata, na qual registrou-se apenas o tipo
glandular claviforme, encontrados principalmente sobre as nervuras da lamina foliolar
(ALMEIDA, 2010; SOSSELA, 2005).

O mesofilo do tipo dorsiventral observado em Erythrina velutina, também descrito
para E. falcata , é considerado comum as especies de Fabaceae, de acordo com Metcalfe e
Chalk (1979). Entretanto, este carater difere em E. cristagalli que possui mesofilo isobilateral,
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descrito por Ferreira e Assumpcdo (1978). Por outro lado, a presenca do parénquima
paravenal, que é constituido de um Unico estrato celular entre o parénquima paligadico e o
esponjoso, € um carater distintivo a subfamilia Faboideae, ja descrito em 52 espécies
(KEVEKORDES et al., 1988 apud TEXEIRA; GABRIELLI, 2006), sendo raro ou ausente em
Caesalpinoideae e Mimosoideae (CURT; LERSTEN, 1995). De acordo com Francino (2006),
0 parénquima paravenal tem sido relacionado a uma maior eficiéncia no transporte lateral de
agua e podendo funcionar como tecido armazenador de substancias. Devido ao fato das
plantas de campos rupestres estarem sujeitas a escassez de agua constantemente, como é o
caso desta espécie, a presenca de parénquima paravenal se torna pertinente.

A nervura principal demonstrou contorno biconvexo e organizacdo vascular que
corroboram com descricdo para E. velutina, segundo Ventura et al., (2006).

A morfologia do peciolo tem consideravel importancia taxonémica, visto que sua
estrutura parece ser pouco afetada pela variacdo dos fatores ambientais. Exibe contorno
semicircular, padrdo para o género Erythrina e uma consideravel faixa de estrutura vascular,
qgue pode estd correlacionada com o habito da planta, composta de feixes separados e
fortemente protegido por esclerénquima, ja descrito por Metcalfe e Chalk (1979) como
caracteristica de Faboideae.

A presenca de idioblastos com cristais estildides ou romboédricos sdo comuns a
familia Fabaceae, e observados em abundancia, especialmente acompanhando os feixes
vasculares do peciolo e peciélulo, em concordancia a E. falcata (ALMEIDA, 2010).
Entretanto, ndo foi registrado cristais dispersos no mesofilo, assim como foi reportado em E.
cristagalli (SOSSELLA,2005),

Revelou-se por teste histoquimico, a presenca de bainha amilifera circundando o feixe
vascular do peciélulo, reportado pela primeira vez em Erythrina velutina. Segundo Fahn
(1979), a ocorréncia de gréos de amido préximos aos feixes vasculares evidencia sua funcéo
de armazenamento e producédo de energia para a planta, visto que, os tecidos constituintes dos
feixes vasculares sdo responsaveis pelo transito de substancias pela planta, e que a produgéo
de cristais préximos da bainha, também é um processo celular com gasto energético.

Os estudos farmacoldgicos de Erytrhina velutina, compreenderam primeiramente, a
selecdo dos extratos das cascas e folhas com melhor perfil farmacoldgico, a partir de uma
triagem comportamental e da determinacdo da DLsy. Em seguida, foram realizados testes

especificos com énfase na avaliacdo da atividade ansiolitica e/ou sedativa.
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A Triagem representa uma estimativa preliminar das propriedades em nivel do sistema
nervoso central de um extrato ou composto puro, possibilitando o direcionamento do estudo.
A DL50, dose Unica de uma substancia capaz de causar 50% de mortalidade dos animais
tratados, permite avaliar determinado extrato ou substancia, quanto a sua toxicidade,
possibilitando o estudo farmacoldgico de plantas, com uma certa margem de seguranca
(ALMEIDA; OLIVEIRA, 2006)

Com base nos resultados da triagem comportamental, todos os extratos testados
apresentaram perfil farmacoldgico sugestivo de droga depressora do SNC. No entanto, o
melhor comportamento foi demonstrado pela Fr.MeOH do extrato aquoso das folhas, a qual
exibiu nas primeiras quatro horas de observacdo: ambula¢do diminuida, sedagdo, perda do
reflexo auricular e corneal, ptose palpebral e resposta ao togue reduzida.

Segundo Almeida & Oliveira (2006), a ambulacdo diminuida é a forma mais comum
de verificar se uma substancia analisada apresenta efeito depressor do SNC, porém néo se
pode utilizar apenas esse parametro como classificagéo, por existirem drogas depressoras que
promovem o efeito contrario, ou seja, aumento da ambulacdo. A sedacdo consiste no grau de
depressdo do SNC que se caracteriza por sonoléncia, relaxamento, serenidade e diminuicdo da
atividade motora, sem perda da consciéncia. Ja a reducao do reflexo auricular pode indicar o
comprometimento através da inibi¢do de estruturas encefélicas que controlam essa atividade.
No caso do reflexo corneal, a diminuicdo pode estar relacionada com a acdo anestésica
provocada pela droga. A ocorréncia de ptose palpebral é descrita em algumas classes de
drogas depressoras como neurolépticos e os analgésicos de acao central. E a resposta ao toque
diminuida pode indicar um estagio elevado de depressdo em consequéncia do tratamento
farmacologico.

Para a determinagdo da DLsp, sdo fixadas cinco doses crescentes que englobam uma
dose que ndo provoca morte nos animais, trés doses que causam a morte de 10 a 90% dos
animais, e uma gque mata 100% dos animais; objetivando a obtencdo de doses seguras para a
utilizacdo nas metodologias experimentais (SA; ALMEIDA, 2006). Neste contexto, a DLsg
ndo pdde ser estimada os extratos testados, corroborando com os dados de Craveiro et al.,
(2008), portanto foram estabelecidas as doses de analise: 125, 250 e 500 mg/kg i.p, escolhidas
porque os efeitos depressores observados foram bem visiveis nestas doses.

Uma vez selecionada a Fr.MeOH das folhas para dar continuidade aos experimentos e
determinadas suas doses terapéuticas, seguiu-se com a investigacdo do possivel efeito
ansiolitico desta fracdo. Para tanto, foram utilizados modelos experimentais com

75



MELO, I.C.A.R Contribuicdo ao Conhecimento de Erythrina velutina...

camundongos, que permitiram reproduzir nos animais um estado semelhante a ansiedade no
homem, medida pelos sinais exteriores, como a atividade exploratéria e locomotora, que
poderam ser avaliados por meio dos seguintes modelos experimentais: Teste do Campo
Aberto, Labirinto em cruz elevado e o Teste da Placa Perfurada.

O diazepam utilizado nos testes supracitados como droga padrdo trata-se de um
benzodiazepinico, que exerce poderoso efeito sedativo e ansiolitico, a depender da dose
administrada. Atua potencializando o efeito inibitorio do &cido gama-amino-butirico (GABA),
modulando a atividade dos receptores GABA-A, por meio de sua ligacdo com seu sitio
especifico (receptor benzodiazepinico ou 6mega). Essa ligacdo altera a conformacdo desses
receptores, aumentando a afinidade do GABA com seus proprios receptores e a frequéncia da
abertura dos canais de cloreto, provocando hiperpolarizacdo da célula. O resultado da
hiperpolarizacdo ¢ um aumento da acdo gabaérgica inibitdria do sistema nervoso central
(RANG et al., 2003).

O teste do campo aberto foi inicialmente proposto por Hall em 1941, e utilizado para
avaliacdo de compostos estimulantes ou depressores do SNC, permitindo observar como o
animal se comporta em amplo ambiente, medindo o seu estado emocional e sua atividade
exploratdria. Neste modelo, a Fr.MeOH em todas as doses testadas reduziu significativamente
a ambulacdo dos animais (Grafico 1), assim como a atividade vertical (rearing) que
corresponde ao nuimero de vezes que o0 animal eleva as patas dianteiras ficando apoiado
apenas sob suas patas posteriores, representado um comportamento exploratério (Gréafico 2).
Segundo PRUT & BELZUNG (2003), o teste é conveniente para avaliar ndo apenas a
atividade ansiolitica, mas tambeém o efeito sedativo. Neste caso, um aumento da ambulagéo
espontanea é considerado como um efeito estimulante, enquanto uma diminui¢do conjunta
tanto da ambulacéo, quanto do rearing, estdo relacionados a sedacdo. O diazepam foi capaz de
aumentar a ambulacéo, fato que corrobora com seu efeito ansiolitico de referéncia, no entanto,
promoveu a diminuigéo do rearing, efeito contrario ao esperado.

A auto-limpeza (Grooming) € um comportamento inato em roedores que geralmente
ocorre em direcdo céfalo-caudal (BERRIDGE; FENTRESS; PARR, 1987). Muitos
hormdnios, como a prolactina, vasopressina e ocitocina, sdo liberados sob condicGes de
estresse e estimulam esta atividade (DRAGO et al, 1980; 1983). De acordo com KALUEFF
& TUOHIMAA (2004), o grooming pode ser aumentado em duas situaces opostas: baixo ou
alto estresse. No baixo ou nenhum estresse, 0 grooming ocorre como uma manifestacéo
espontanea geralmente de forma ininterrupta e relaxada, refletindo a transi¢éo do repouso para
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a atividade. J& em situacBes de alto estresse, o grooming é executado de forma rapida e
incompleta. A Fr. MeOH elevou o tempo desprendido para o grooming de forma significativa
(Grafico 3), estes resultados sugerem que a fracdo ndo apresenta efeito ansiolitico nas doses
testadas, porém indicam resultados compativeis com efeito sedativo/hipnotico.

A defecacdo representa um indicador do grau emocional dos animais. Neste contexto,
a alta emocionalidade estd relacionada com o aumento da quantidade de bolos fecais,
enguanto que drogas ansioliticas reduzem este parametro (ANGRINI; LESLIE; SHEPHARD,
1998). A Fr.MeOH reduziu significativamente a defecacdo (Grafico 4) em todas as doses
testadas, especialmente na dose de 250mg/kg, quando comparados ao controle. Contudo, este
parametro ndo é suficiente para afirmar que a Fracdo apresenta efeito ansiolitico.

O labirinto em cruz elevado ¢ um método validado e um dos principais modelos
usados no estudo da ansiedade, baseia-se na atividade exploratdria espontanea e na aversao
natural do animal pelos bragos abertos. Ao serem expostos pela primeira vez ao labirinto,
ratos e camundongos demonstram comportamentos de exploracdo e de emocionalidade, com a
apresentacdo de comportamentos de “congelamento”, defecacdo, micgdo etc. (PELLOW et
al., 1985). A causa da aversao aos bracos abertos tem sido explicada por diferentes hipéteses.
A principio, propfs-se que essa aversdo resultaria da esquiva natural que os roedores
apresentam em relacdo ao ambiente novo (MONTGOMERY, 1955). Posteriormente, sugeriu-
se que a aversdo aos bragos abertos resultaria do medo da altura (PELLOW, 1986) e/ou dos
espacos abertos (BARNETT, 1975; PELLOW et al., 1985). Treit & Fundytus (1989), no
entanto, propuseram que a impossibilidade do animal realizar o comportamento de
tigmotaxia, tendéncia de o animal permanecer com 0 corpo préximo ou em contato com
superficies verticais, seria 0 estimulo aversivo associado aos bracos abertos do labirinto.
Grossen & Kelly (1972), justificam esse comportamento como uma estratégia evoluida para
evitar predadores, sobretudo os predadores aéreos. Em 1989, Morato & Castrechini
surgeriram que a luminosidade nos bragos abertos seria o fator aversivo aos bragos abertos.

O numero de entradas e o tempo gasto nos bragos abertos sdo usados como
indicadores inversamente relacionados a ansiedade, ou seja, quanto mais intensa a exploragdo
dos bragos abertos, menor a ansiedade (PELLOW et al., 1985). Neste teste, ndo houve
alteracdo no numero de entradas nos bracos abertos (Grafico 5A), no entanto, as doses de 125
e 500 mg/kg foram capazes de aumentar significativamente o tempo de permanéncia nos

bragos abertos (Grafico 5B).
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Como muitos compostos podem apresentar atividade sedativa ou estimulante,
interferindo diretamente sobre a exploragdo dos bragos do labirinto pelos animais, a
frequéncia de entradas nos bracos fechados é utilizada para avaliar a atividade locomotora
(CRUZ; FREI; GRAEFF, 1994). Os tratamentos empregados no presente estudo reduziram
significativamente a ambulagdo dos animais (Gréfico 6A). Por outro lado, apenas a dose de
500 mg/kg reduziu significativamente o tempo de permanéncia nos bragos fechados (Gréfico
6B). Entretanto, um efeito ansiolitico sé poderia ser considerado se houvesse a elevacdo do
namero de entradas nos bracos abertos sem prejuizo da locomocéo, tal como foi observado no
grupo padrdo (CRUZ; FREI; GRAEFF, 1994).

O diazepam como droga padrao de escolha, foi bastante eficaz em aumentar o tempo e
0 namero de entradas nos bracos abertos, aléem de reduzir o tempo de permanéncia nos bragcos
fechados, sem alterar a frequéncia de entradas, confirmando a sensibilidade do modelo a
drogas ansioliticas.

Quando se deparam com um ambiente ou objeto estranho, os animais frequentemente
apresentam padrdes de comportamento exploratério como a locomocdo em torno do ambiente
novo e o habito de cheirar novos objetos. A exploracao fornece ao animal novas informacgoes
sobre fontes de alimentos, abrigos ou oportunidades de acasalamento. No entanto, ao entrar
em contato com um ambiente ou estimulo novo, ele também se expde ao risco de predacdo e
outros perigos (BERLYNE, 1950, 1960; GLICKMAN; SROGES, 1966; WELKER, 1957). O
teste da Placa Perfurada tem sido amplamente utilizado para avaliar a emotividade, ansiedade
e/ou respostas ao estresse em animais submetidos ao ambiente estranho (RODRIGUEZ;
BROITMAN; FOSCOLO, 1987).

De acordo com achados anteriores (TAKEDA et al.,1998; LISTER, 1987), doses
baixas de benzodiazepinicos (0,3 mg/kg de diazepam neste estudo) administrados em ratos,
promoveram a elevacdo do comportamento de mergulhar a cabeca nos orificios do aparato,
refletindo um efeito ansiolitico, tal como foi observado no nosso experimento para 0 grupo
padréo tratado com o Diazepam 0,5 mg/kg. No entanto, os animais tratados com a Fr.MeOH,
exibiram uma diminuicdo significativa do nimero de mergulhos de forma dose-dependente
(Grafico 7) e a laténcia para o primeiro mergulho néo foi alterada (Gréafico 8).

Em geral, os camundongos mostram estimulacdo locomotora em resposta a baixas
doses de benzodiazepinicos (CRABBE et al., 1998;. LISTER, 1990; IMAIZUMI et al., 1994).
De forma contraria ao grupo padrdo, todas as doses foram capazes de diminuir
significativamente a ambulacdo dos animais (Grafico 9), fato que somado a reducdo do
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namero de mergulhos, corrobora com a hipdtese de que a fragdo metandlica ndo apresenta
efeito ansiolitico nas doses testadas. Os camundongos do grupo teste também apresentaram
uma postura tipica de imobilidade em todas as doses (Gréafico 10), o que justifica a reducédo da
ambulacdo e fortalece a teoria de um efeito sedativo.

Em resumo, os resultados obtidos nos modelos testados com a Fr. MeOH do extrato
aquoso das folhas demonstraram um potencial efeito sedativo de forma dose-dependente,
dados estes que corroboram os resultados obtidos por DANTAS et al., (2004). A acédo
depressora do sistema nervoso central pode ser explicada, uma vez que houve diminuicdo do
namero de mergulhos com prejuizo da atividade locomotora esponténea e vertical (rearing),
reforcados pelo aumento do tempo de imobilidade do animal, pardmetros observados
claramente nos testes do campo aberto e placa perfurada. Outras evidéncias que corroboram
com a auséncia da atividade ansiolitica para as doses testadas sdo a elevacdo do tempo de
grooming e os resultados do teste do labirinto em cruz elevado, uma vez que ndao houve
alteracdo no nimero de entradas nos bragos abertos, associado a uma reducgdo da ambulacéo,
representada pelo nimero de entradas nos bracos fechados.

A auséncia de efeito ansiolitico para a Fr. MeOH corrobora dados anteriores onde foi
constatado que mesmo usando-se doses variando de 200-800 mg/kg o extrato hidroalcodlico
das cascas da planta ndo alterou as medidas de ansiedade quando comparados com 0 grupo
controle (VASCONCELOS et al., 2004), dados semelhantes também foram encontrados para
0 extrato aquoso das folhas de Erythrina speciosa (LOLLATO; SCARMINIO; MOREIRA,
2010). Entretanto, um estudo realizado por Teixeira-Silva et al., (2008), com o extrato
alcodlico das folhas em roedores, verificou atividade ansiolitica na dose de 20 mg/kg.
Portanto, ndo se pode desconsiderar um efeito ansiolitico para a Fr. MeOH, o que
provavelmente podera ser evidenciado em doses mais baixas.

Neste sentido, buscou-se caracterizar quimicamente a Fr.MeOH com o intuito de
compreender os efeitos farmacoldgicos de Erythrina velutina. Para tanto, foi realizada
inicialmente, uma prospeccdo fitoquimica, que evidenciou pelas reacOes qualitativas, a
presenca de alcaldides, taninos, flavonoides, esterdides e terpenoides. Os mesmos testes foram
aplicados para o EAf, que apresentou resultado semelhante, exceto para a presenga de
alcaldides, o que pode ser explicado, pelo fato de se tratar de um extrato bruto que contém
inimeras substancias, provavelmente em maior quantidade, que podem ter mascarado este
grupo quimico, ocasionando um resultado negativo. Além disso, os perfis cromatograficos
comparativos das Fragoes (Ver Figuras 17, 18 e 19) realizados por CLAE, indicaram que
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houve uma visivel separacdo dos constituintes quimicos de acordo com a natureza da fase
movel, corroborando com a hipotese acima.

O resultado do fracionamento com a resina Amberlite ® XAD ® -2 aplicada para a
obtencdo da Fr.MeOH foi bastante significativo, permitindo a retencdo dos constituintes mais
hidrofébicos. Esta resina tem sido amplamente utilizada para a adsorcdo de compostos
organicos sollveis em meio aquoso e solventes organicos (GUERRINI et al., 2009; IURLINA
et al., 2009; CHALAPATHI et al., 2010). As substancias hidrofilicas (mais polares) contidas
no Extrato Aquoso das folhas, ndo foram adsorvidas pelos poros da resina, portanto eluiram
primeiro. Enquanto que as substancias hidrofébicas (menos polares) foram adsorvidas pela
superficie hidrofdbica da resina XAD-2 por forcas de Van der Waals e em seguida, facilmente
eluidas por metanol, solvente orgénico que se mostrou bastante adequado para este fim.
Segundo Thurman & Mills (1998), os sorventes poliméricos possuem consideravelmente,
uma maior capacidade no isolamento de substancias polares do que a maioria das fases C-18
hidrofébicas. Esta capacidade aumentada € muito importante quando baixos limites de
deteccdo sdo requeridos. Outra vantagem dos sorventes poliméricos sobre 0s sorventes
baseados em silica é a sua tolerancia a valores de pH altos e baixos, o que permite melhorar a
adsorcdo de um composto alterando o seu balanco hidrofilico/hidrofébico.

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE ou HPLC- High Performance
Liquid Chromatography) emprega colunas empacotadas com materiais especialmente
preparados e uma fase mdvel, eluida sob altas pressdes. Possui a capacidade de realizar
separaces e analises quantitativas de uma grande variedade de compostos presentes em
diversos tipos de amostras, em escala de tempo de poucos minutos, com alta resolucéo,
eficiéncia e detectabilidade (JARDIM; COLLINS; GUIMARAES, 2006). A partir do
isolamento por CLAE e das anélises espectrais de RMN de *H e *C, foi possivel sugerir que
EV2 trata-se de um alcalbide eritrinico e que EV1 e EV3 provavelmente também seriam
alcaldides, ja que foram positivos para o teste de Dragendorff, no entanto sera necessario
isolar estes constituintes em maiores quantidades para a anélise espectroscopica que permitira
a sua identificacdo inequivoca. Garin-Aguilar et al., (2005), utilizando HPLC-MS mostraram
que a fracdo de alcaldides livres em metanol de sementes de Erythrina herbacea, apresentou
os alcaldides erisovina e erisodina com tempos de retencdo 15.20 min e 15.68 min
respectivamente, corroborando com o resultado encontrado para Erythrina velutina no

presente estudo.
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A baixa producdo destes alcaldides pela espécie pode envolver diferentes fatores, tais
como época de coleta, tipo de solo e parte da planta utilizada para armazenamento dos
alcaldides. Esta Gltima possibilidade é a mais provavel, considerando que ja foram isolados
alcaldides das sementes e cascas desta espécie (FOLKERS; SHAVEL, 1942; AMER,;
SHAMMA,; FREYER, 1991; OZAWA et al., 2009; CABRAL, 2009).

Pesquisas tem demonstrado que os alcalGides presentes nas espécies de Erythrina, sdo
responsaveis pelo efeito ansiolitico/sedativo registrado em animais em modelos
experimentais. Decker et al., (1995), constatou que erisodina € um potente e seletivo
blogueador da acetilcolina nos receptores nicotinicos neuronais, produzindo efeito ansiolitico.
Flausino-Junior et al., (2007), propuseram que os alcaldides eritravina e (+)-11-a-hidroxi-
eritravina sdo responsaveis pelo efeito ansiolitico do extrato bruto da inflorescéncia de
E.mulungu (E. verna). O alcal6ide inddlico hipaforina isolado de sementes de E. velutina, se
mostrou eficaz como agente indutor do sono por uma hora apdés a administracdo, sem
demonstrar efeitos adversos em animais (OZAWA et al., 2008). Segundo 0s mesmos autores,
a hipaforina é um derivado do L-triptofano, precursor da serotonina (5-HT), que por sua vez
forma a melatonina, um neuro-horménio que tem como principal funcéo a regulacéo do sono.

Tem sido relatado que os alcaldides presentes em diversas espécies de Erythrina
afetam a neurotransmissdo gabaérgica (BERNARD et al., 1985; CARVALHO et al., 2009)
Esta teoria é valida, se considerarmos que os benzodiazepinicos agem sobre 0s receptores
GABA A, e geralmente produzem perturbacGes motoras, ou seja, doses altas a moderadas
podem prejudicar a locomocgdo, e a Fr.MeOH de E. velutina, alterou o comportamento
locomotor, observados claramente nos testes do Campo Aberto e Placa Perfurada. Contudo
seria necessario a realizacdo de novos testes para elucidar o mecanismo de acao dos alcaloides

eritrinicos, testando-os isoladamente.
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6 CONCLUSOES

Diante da analise dos resultados obtidos no presente estudo, conclui-se que:

e O estudo farmacobotanico evidenciou a presenca de parametros distintivos para
Erythrina velutina, facilmente identificaveis, de grande importancia ao seu controle de
qualidade, em relacdo as outras espécies do género, fornecendo fortes evidéncias morfo-
anatdémicas, distintivas, que poderdo contribuir para seu diagndstico e evitar que a droga seja

objeto de falsificacOes e equivocos de identificacao.

e A Fracdo Metanolica do Extrato Aquoso das folhas apresentou caracteristicas de drogas
com perfil sedativo, evidenciadas no teste do campo aberto. No entanto, nos testes do
labirinto em cruz elevado e placa perfurada, revelaram resultados que ndo a correlaciona a
um perfil de droga ansiolitica nas doses e vias testadas. Além disso, podemos considerar que
a espécie demonstrou uma baixa toxicidade, baseado na observacdo durante a triagem

farmacoldgica comportamental e nas 72 horas subsequentes;

e O estudo quimico da Fracdo Metandlica das folhas, apontou a presenca de alcalGides
tetraciclicos do tipo eritrina que provavelmente sdo os responsaveis pelo efeito sedativo
observado nos testes farmacologicos do presente estudo, no entanto, 0 mecanismo de acéo

ainda ndo esta elucidado.
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