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RESUMO

A depressdo é um transtorno multifatorial e altamente incapacitante, associado a limitagdes
terapéuticas e a déficits cognitivos. O modelo de estresse crénico imprevisivel (ECI) é
amplamente utilizado para investigar potenciais tratamentos antidepressivos. Erythrina
velutina Willd. possui vasto uso na medicina popular como sedativo e ansiolitico e carece de
evidéncias experimentais em modelos animais de depresséo. Este estudo investigou os efeitos
comportamentais e neuroquimicos do extrato hidroalcodlico de Erythrina velutina em
camundongos Swiss machos submetidos ao ECI por 21 dias. Os animais foram expostos ao
ECI por 21 dias e tratados com solucéo salina ou E. velutina, nas doses de 50 mg/kg (EV50) e
100 mg/kg (EV100), v.o. por 7 dias, do 15° ao 21° dia. Foram realizados os testes de campo
aberto, suspensdo de cauda, labirinto em Y, esquiva passiva e reconhecimento de objetos,
além da avaliacdo de peso corporal e dosagem de glutationa reduzida (GSH) em areas
cerebrais como cortex pré-frontal, hipocampo e corpo estriado. O protocolo de ECI induziu
comportamento depressivo-simile, confirmado pelo aumento da imobilidade no teste de
suspensao de cauda e pela reducdo de rearing no campo aberto. O tratamento com EV100
reduziu a imobilidade no teste de suspensdo de cauda, sugerindo efeito antidepressivo, mas
esteve associado a pior desempenho no labirinto em Y, sem efeitos consistentes nos demais
parametros cognitivos. Quanto aos niveis de GSH, o extrato ndo promoveu reducGes em
nenhuma condicdo experimental, sugerindo auséncia de efeitos prejudiciais e possivel
modulacdo dependente do estresse. Além disso, observou-se aumento do peso dos
camundongos associado ao tratamento nas duas doses. Conclui-se que, nas condigdes
avaliadas, o extrato hidroalcodlico de E. velutina apresentou efeitos dependentes da dose e do
contexto experimental, com a maior dose sugerindo potencial efeito antidepressivo, sem
comprometer de forma consistente os pardmetros cognitivos, mantendo os niveis de GSH e
promovendo aumento de peso. Esses resultados iniciais fornecem evidéncias ineditas sobre o
potencial terapéutico da espécie em um modelo validado de depressdo, reforcando a

necessidade de estudos adicionais para esclarecer seus mecanismos de acao.

Palavras-chave: depressdo; Erythrina; estresse oxidativo; memdria.



ABSTRACT

Effects of the hydroalcoholic extract of Erythrina velutina on behavioral and neurochemical

parameters in an animal model of depression induced by unpredictable chronic stress

Depression is a multifactorial and highly disabling disorder, associated with therapeutic
limitations and cognitive deficits. The chronic unpredictable stress (CUS) model is widely
used to investigate potential antidepressant treatments. Erythrina velutina Willd. is
traditionally used in folk medicine as a sedative and anxiolytic, yet lacks experimental
evidence in animal models of depression. This study investigated the behavioral and
neurochemical effects of the hydroalcoholic extract of Erythrina velutina in male Swiss mice
subjected to CUS for 21 days. The animals were exposed to CUS and treated with either
saline or E. velutina at doses of 50 mg/kg (EV50) and 100 mg/kg (EV100), orally, for seven
days (from day 15 to day 21). Behavioral assessments included the open field, tail suspension,
Y-maze, passive avoidance, and object recognition tests, in addition to body weight
monitoring and quantification of reduced glutathione (GSH) levels in the prefrontal cortex,
hippocampus, and striatum. The CUS protocol induced depressive-like behavior, confirmed
by increased immobility in the tail suspension test and reduced rearing in the open field.
Treatment with EV100 reduced immobility time, suggesting an antidepressant-like effect, but
was associated with impaired performance in the Y-maze, with no consistent effects on other
cognitive parameters. Regarding GSH levels, the extract did not cause reductions under any
experimental condition, suggesting the absence of deleterious effects and a possible stress-
dependent modulation. Additionally, an increase in body weight was observed in mice treated
with both doses. In conclusion, under the evaluated conditions, the hydroalcoholic extract of
E. velutina produced dose- and context-dependent effects, with the higher dose indicating
potential antidepressant activity without consistently impairing cognitive performance, while
maintaining GSH levels and promoting weight gain. These initial findings provide novel
evidence of the species’ therapeutic potential in a validated model of depression, reinforcing

the need for further studies to elucidate its mechanisms of action.

Keywords: depression; Erythrina; oxidative stress; memory.
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1 INTRODUCAO

1.1 Depressao

A depressdo é um transtorno mental prevalente e incapacitante, caracterizado por
alteracdes persistentes no humor, cognicdo e comportamento. Sua manifestacdo clinica é
ampla, variando em intensidade e sintomatologia entre os individuos, incluindo humor
deprimido, anedonia, alteragfes no sono e no apetite, fadiga, dificuldades de concentragéo,
sentimentos de culpa ou inutilidade e, em casos mais graves, pensamentos suicidas (American
Psychiatric Association, 2024). Para orientar o diagndstico e a classificacdo clinica, o Manual
Diagnostico e Estatistico de Transtornos Mentais (DSM-5) descreve critérios especificos de
gravidade e duracdo, diferenciando os subtipos do transtorno (American Psychiatric
Association, 2022).

O desenvolvimento da depressdo resulta de uma interacdo complexa de aspectos
sociais, psicolégicos e bioldgicos, sendo influenciada por uma série de fatores de risco, como
historico familiar de doencas cronicas, baixo nivel socioecondmico, exposicdo a eventos
estressores ao longo da vida e auséncia de apoio social. Experiéncias adversas, como
desemprego, luto ou traumas psicolégicos, também aumentam a vulnerabilidade ao
transtorno. Além disso, a propria depressdo pode intensificar o estresse e o isolamento social,
agravando tanto a condicao clinica quanto acarretando prejuizos para a qualidade de vida da
pessoa afetada (OMS, 2023; Razzak; Harbi; Ahli, 2019).

Transtornos mentais, como o0 transtorno depressivo maior, elevam o risco de
desenvolvimento de maltiplas doencas crénicas, incluindo disturbios cardiovasculares, cancer,
diabetes mellitus e doencas respiratdrias. A associacdo da depressdo com comorbidades
também esta relacionada a pior progndstico e aumento da mortalidade em diversas condigdes.
Por sua vez, pessoas com essas doencas também podem sofrer de depressdo devido as
dificuldades associadas ao manejo dessas enfermidades. Além disso, a presenca de sintomas
depressivos esta associada a menor adesdo a tratamentos médicos, como observado em
pacientes com diabetes mellitus, tumores cerebrais e cancer de mama, nos quais ha maior
risco de tratamentos ndo realizados conforme as diretrizes clinicas (Gold et al., 2020; OMS,
2023).

Embora a prevaléncia varie de acordo com a regido e o pais, trata-se de um
transtorno comum em todo o mundo (Gold et al., 2020). Em 2019, estimou-se que

aproximadamente 280 milhdes de pessoas no mundo sofreram do transtorno, correspondendo
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em torno de 5% da populacdo adulta (OMS, 2023). A depressdo é observada de forma mais
frequente em mulheres, com prevaléncia aproximadamente 50% maior em compara¢ao aos
homens. Além disso, pessoas com depressdo correm maior risco de suicidio, que constituiu a
terceira principal causa de mortalidade entre jovens de 15 a 29 anos no ano de 2023 e resulta
em mais de 720.000 dbitos anualmente (OMS, 2025).

No Brasil, a depressao se caracteriza como um transtorno altamente prevalente na
populacdo (Brito et al., 2022). Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (2017), o pais
apresenta a maior taxa de prevaléncia de depressdo na América Latina, estimada em 5,8%,
superior a média mundial, além de ocupar a segunda maior taxa de incapacidade ocasionada
pelo transtorno no continente (Opas, 2018). Além disso, a prevaléncia de depressdo ao longo
da vida no Brasil esta em torno de 15,5%, o que reflete a proporcdo de individuos que ja
desenvolveram o transtorno em algum momento da vida. Na atengdo priméria a saude, a taxa
de prevaléncia do transtorno é de 10,4%, incluindo casos isolados ou associados com
comorbidades (Brasil, 2020). Esse cenario evidencia que o enfrentamento da depressao ainda

representa um importante desafio para a satde publica no pais.

1.2 Fisiopatologia da depressdo

Diversas teorias buscam elucidar a génese da depressdo, abordando influéncias
genéticas, fatores psicoldgicos, ambientais e bioldgicos, tendo em vista que sua etiologia é
multifatorial (Otte et al., 2016). As principais teorias incluem a hip6tese monoaminérgica,
disfuncdo do eixo Hipotalamo-Hipdfise-Adrenal (HHA), hipotese inflamatéria ou de
citocinas, teoria da neuroplasticidade reduzida e a hipdtese de influéncia sistémica, entre
outros aspectos que estdo representados na Figura 1. No entanto, nenhuma dessas propostas,
isoladamente, consegue elucidar integralmente os mecanismos patoldgicos envolvidos no
transtorno depressivo maior (Cui et al.,, 2024). Este estudo investiga os efeitos da
desregulacdo do eixo HHA, ocasionando alteracbes de estresse oxidativo e disfuncao

executiva envolvidas no mecanismo de depressao.
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Figura 1 — Hipoteses e aspectos envolvidos na fisiopatologia da depressdo
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Fonte: Elaborado pela autora, com base em Cui et al. (2024).

1.2.1 Disfuncéo do eixo Hipotalamo-Hipdfise-Adrenal induzida pelo estresse

Os estimulos estressantes desempenham um papel-chave na origem da depressédo
e seu impacto no cérebro é mediado principalmente por secrecdes adrenocorticais. Os
glicocorticoides (GC), sendo o cortisol em seres humanos e a corticosterona na maioria dos
roedores de laboratério, sdo responsaveis por regular diversas funcdes cerebrais, como a
sobrevivéncia neuronal, formacdo de memorias e controle das emocdes (Ferrari; Villa, 2016;
Yu; Holsboer; Almeida, 2008).

Episodios agudos de estresse podem aumentar temporariamente a excitabilidade
em éareas limbicas associadas ao estado de alerta, enquanto o estresse cronico pode causar
danos no cérebro, mediados principalmente pela acdo dos GC. A exposicdo repetida e
prolongada aos GCs compromete a estrutura neuronal, como perda de dendritos e sinapses,
além de suprimir a neurogénese e a plasticidade, principalmente no hipocampo, que pode
estar associado aos prejuizos cognitivos observados na depressdo (Joels et al., 2007; Lucassen
et al., 2010; Mirescu; Gould, 2006).

Em condicdes fisiologicas normais, a ativacdo do eixo HHA ocorre quando o

hipotdlamo libera o horménio liberador de corticotropina (CRH), que estimula a hipdfise
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anterior a secretar o horménio adrenocorticotréfico (ACTH), e que, por sua vez, induz a
producéo de cortisol pelo cértex adrenal (Yu; Holsboer; Almeida, 2008). Apos essa resposta, 0
organismo utiliza mecanismos de retroalimentagdo negativa para restabelecer a homeostase
(Figura 2). O cortisol circulante se liga a receptores de glicocorticoides (RGs) localizados no
hipocampo, no nucleo paraventricular (PVN) do hipotdlamo e na hipdfise, inibindo a
liberacdo adicional de CRH e ACTH e normalizando a atividade do eixo, controlando assim a
atividade do eixo HHA (Cowen, 2010; Menke, 2024).

Figura 2 — Representacdo esquematica do eixo hipotalamo-hipofise-adrenal (HHA) e sua

regulacao por retroalimentacdo negativa
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Em resposta ao estresse, o hipotalamo libera o hormonio liberador de corticotropina (CRH), que estimula a

hipofise anterior a secretar o horménio adrenocorticotréfico (ACTH). Este, por sua vez, induz a liberagdo de
cortisol pelo cortex adrenal. O cortisol circulante atua sobre receptores de glicocorticoides no hipocampo, no
hipotalamo e na hipofise, promovendo inibicdo da liberagcdo de CRH e ACTH, restaurando a homeostase. Setas
pretas: vias de ativacdo hormonal do eixo HHA. Setas vermelhas: retroalimentacdo negativa mediada pelo

cortisol. Fonte: Elaborado pela autora, feito através do Biorender (2025).

No entanto, na depresséo, o sistema de autorregulacdo pode estar comprometido.
O hipocampo, uma das principais regides com alta densidade de RGs exerce uma funcao
inibitéria sobre o hipotalamo, porém, no estresse cronico ha enfraquecimento dessa inibicéo,

com a atrofia de dendritos e supressdo da neurogénese, associadas a dessensibilizacdo dos



18

RGs, o que compromete o feedback negativo do eixo HHA, levando ao favorecimento da
hiperatividade do eixo HHA (Joels et al., 2007; Pariante; Lightman, 2008).

Além disso, a inflamacdo sistémica pode reduzir ainda mais a responsividade
desses receptores, aumentando a permeabilidade da barreira hematoencefélica e
intensificando a entrada de cortisol e mediadores inflamatdrios no sistema nervoso central
(SNC). O que contribui para a manutencdo de niveis elevados de cortisol, exacerbando o0s
efeitos deletérios sobre o cérebro, especialmente em estruturas envolvidas na regulacdo
emocional e cognitiva (Ferrari; Menke, 2024; Pariante; Lightman, 2008; Villa, 2016).

Como resultado, a desregulacdo do eixo HHA pode contribuir para sintomas
clinicos classicos da depressdo, como fadiga, alteracbes no sono e no apetite, prejuizos
cognitivos e anedonia. Esses sintomas refletem ndo apenas os efeitos disfuncionais do cortisol
sobre o SNC, mas também sobre os efeitos sistémicos, sobretudo sobre o metabolismo
energético e endacrino, que influenciam diretamente o estado clinico do individuo (Pariante;
Lightman, 2008). Além disso, evidéncias indicam que essa desregulacdo pode ser programada
por experiéncias adversas na infancia, resultando em alteracGes neurobioldgicas persistentes
gue aumentam a vulnerabilidade ao transtorno depressivo (Pariante; Lightman, 2008).

Estudos experimentais em animais indicam que a secrecdo excessiva de cortisol
pode favorecer a neurotoxicidade, especialmente no hipocampo (Eachus; Ryu, 2024). Esses
efeitos neurotdxicos estdo associados a prejuizos cognitivos, principalmente na memoria
episodica e de trabalho, funcBes que sdo dependentes da integridade do hipocampo e do
cortex pré-frontal dorsolateral, respectivamente (Eachus; Ryu, 2024; Woo et al., 2021).
AlteracOes nessas regides, como a atrofia do hipocampo e a reducdo da plasticidade sinaptica,
estdo entre os principais mecanismos relacionados a esses déficits, que podem persistir
mesmo em fases de remissdo clinica. Além disso, a disfuncéo da via hipocampo-pré-frontal,
bastante sensivel ao estresse, compromete a regulagdo cognitiva e emocional, favorecendo

prejuizos em memoria de trabalho (Eachus; Ryu, 2024; Woo et al., 2021).

1.2.2 Estresse oxidativo

Evidéncias crescentes apontam que processos inflamatorios, neurodegenerativos e
0 estresse oxidativo desempenham um papel central na fisiopatologia da depressdo. Uma das
principais causas de alteracBes estruturais e funcionais do SNC na depressdo, 0 estresse
oxidativo é definido como um desequilibrio entre a producéo de espécies reativas de oxigénio

(EROs) e a capacidade de resposta antioxidante (Figura 3) (Bhatt; Nagappa; Patil, 2020).



19

Em condicdes fisiologicas, had equilibrio entre os sistemas oxidantes e
antioxidantes. A inflamacdo cronica e a disfuncdo mitocondrial favorecem a producdo
excessiva de EROs, radicais altamente reativos, que quando ndo sdo neutralizados pelos
sistemas antioxidantes, interagem com macromoléculas celulares como lipidios, proteinas e
DNA, causando oxidacdo em massa de proteinas e peroxidacdo lipidica, levando a
degeneracdo celular, dano oxidativo e declinio de funcdes fisioldgicas (Viebahn-Haensler;
Ledn-Fernandez, 2024; Xu; Pang; Fan, 2025).

O cérebro é mais suscetivel aos danos causados pelo aumento de EROs em
relacdo a outros orgédos, pois, devido a sua alta taxa metabdlica, € um grande consumidor de
oxigénio e rico em lipidios oxidaveis. Assim, o desequilibrio entre esses sistemas leva a
desregulacdo das funcbes cerebrais, afetando a neurotransmissdo, a neuroplasticidade e
contribuindo para a inflamacéo cerebral, convergindo para processos de disfuncédo sinéptica e
perda neuronal, aspectos relacionados a depressdo (Bhatt; Nagappa; Patil, 2020).

Marcadores bioquimicos da atividade oxidativa e antioxidante podem fornecer
informag0es para avaliar o envolvimento do estresse oxidativo em modelos experimentais na
depressdo. Entre os marcadores da atividade oxidativa, é valido citar o malondialdeido
(MDA), um produto da peroxidacao lipidica, e o nitrito, um indicador direto da producdo de
oxido nitrico (NO), enquanto um importante marcador da atividade antioxidante é a glutationa
reduzida, sendo o principal antioxidante endogeno (Bajpai et al., 2014; Bhatt; Nagappa; Patil,
2020).

Dentre os marcadores citados, a glutationa reduzida (GSH), merece destaque pela
sua ampla atuacdo na defesa celular e pela forte correlacdo com a integridade neuronal.
Assim, atua neutralizando EROs e nitrogénio e regenerando outros antioxidantes
intracelulares e sua reducdo acentua a vulnerabilidade do cérebro ao estresse oxidativo,
especialmente em regifes de alta demanda metabdlica, como o hipocampo e o cortex pré-
frontal. Estudos recentes demonstram que a deplecdo de GSH esta associada a atrofia
neuronal, neuroinflamacdo e comprometimento de funcgdes cognitivas, reforcando seu papel
como marcador sensivel de dano oxidativo e alvo terapéutico potencial em distarbios

neuropsiquiatricos (Poladian et al., 2023; Hashimoto et al., 2023).
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Figura 3 — Efeitos nocivos da producgéo excessiva de espécies reativas de oxigénio (EROs)
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lustracéo de fatores prd-oxidantes que induzem a formacg&o de espécies reativas de oxigénio (EROs). As defesas
antioxidantes atuam na sua neutralizacdo para prevenir danos celulares. Quando esse equilibrio é rompido,
ocorre disfungdo da membrana lipidica, oxidacdo de proteinas e dano ao DNA, contribuindo para doengas como
cancer, distirbios metabdlicos, cardiovasculares e neuroldgicos. Fonte: Adaptado de Correia et al. (2023), sob
licenca CC BY 4.0. Disponivel em: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9951986/. AlteracGes

realizadas na organizacdo visual e traducéo dos termos.
1.2.3 Estresse cronico e déficits cognitivos

Tanto o estresse quanto a memdria Sa0 processos essenciais a adaptacdo e a
sobrevivéncia, moldados ao longo da evolucdo e presentes no cotidiano humano. A interacao
entre esses dois sistemas é complexa e depende de varidveis como contexto, experiéncias
anteriores e fase da memoria envolvida (formacéo, consolidacdo ou recuperagdo). Embora o
estresse, em niveis agudos e controlados, possa até favorecer a memoria, sua exposicao
prolongada, como ocorre em situacGes de estresse crénico, tende a produzir efeitos deletérios,
especialmente sobre funcBes cognitivas, como atencdo e memaria (Sousa Junior et al., 2021,
Wingenfeld; Wolf, 2011).

Esse comprometimento esta relacionado a ativacdo persistente do eixo HHA, que
guando desregulada, afeta negativamente regiGes cerebrais cruciais para 0S processos
mnem®onicos, como o hipocampo e o cértex pré-frontal. Assim, a resposta prolongada ao
estresse pode estar envolvida no desenvolvimento de condi¢bes psicopatoldgicas, como a
depressdo grave e as alteragdes cognitivas observadas nesse transtorno, em especial déficits de
memoria autobiografica e de trabalho (Lei et al., 2025; Sousa Junior et al., 2021).

Os déficits mnemonicos observados na depressdo decorrem, em grande parte, da
vulnerabilidade do hipocampo aos efeitos neurotoxicos da exposicao prolongada ao cortisol.

A reducédo do volume hipocampal e a inibicdo da neurogénese adulta nessa regido ja foram
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amplamente demonstradas tanto em pacientes deprimidos quanto em modelos animais
submetidos ao estresse cronico (Malykhin et al., 2010; Sheline et al., 1996; Wen et al., 2022).
Tais alteracBes estruturais contribuem para prejuizos no desempenho em tarefas de
reconhecimento, aprendizagem e memaria espacial (Sousa Junior et al., 2021).

Além do hipocampo, o cértex pré-frontal dorsolateral (CPFDL), envolvido em
funcBes executivas e memoria de trabalho, apresenta hipoatividade em estados depressivos,
contribuindo para déficits em atencdo, planejamento e tomada de decisdo (Chang et al., 2011).
A disfuncdo paralela da amigdala contribui para um viés mnemonico negativo,
frequentemente relatado em pacientes deprimidos, que tendem a recuperar memorias
negativas com maior facilidade e apresentar menor sensibilidade a estimulos positivos (Sousa
Junior et al., 2021). O cortex subgenual, por sua vez, ligado a modulacao do afeto, apresenta
reducdo de perfusdo e volume na depressdo, e sua hiperatividade durante episddios de tristeza
parece estar associada a hipoatividade do cortex pré-frontal, um padrdo que se reverte com a
melhora clinica (Drevets et al., 1997; Mayberg et al., 1999).

Esses achados estruturais e funcionais ajudam a explicar os déficits cognitivos
observados em pacientes com transtorno depressivo maior, especialmente em dominios como
memoria de trabalho, atencdo, aprendizagem, velocidade de processamento e memodria de
longo prazo (Ahern; Semkovska, 2017; Snyder, 2013; Zuckerman et al., 2018). Tais
disfuncdes podem comprometer a formulacédo de ideias, o raciocinio légico e a recordacao de
informac0es, além de contribuirem para sintomas tipicos do transtorno, como ruminagéo,
autorreferéncias negativas e sensagdo de inutilidade. Em casos mais graves, podem surgir
manifestacdes psicoticas, como delirios de culpa, ruina ou perseguicdo e alucinagdes auditivas
(Marazziti et al., 2010; Wen et al., 2022).

Além disso, o desequilibrio do eixo HHA, marcado pela hipercortisolemia,
contribui de forma significativa para esse cenério de disfuncdo cognitiva. Sabe-se que niveis
elevados de cortisol estdo associados a pior desempenho em tarefas de memaria verbal e
visual (Campbell; MacQueen, 2004). Tais achados destacam a importancia da regulacdo
neuroenddcrina para a integridade dos processos cognitivos.

Do ponto de vista tedrico, o0 modelo cognitivo de Beck (1967) propde que
distor¢bes cognitivas e interpretacGes negativas sobre si, 0 mundo e o futuro desempenham
papel central na etiologia e no curso da depressdo. Complementando, Bower (1981)
introduziu o modelo de rede associativa do afeto, sugerindo que estados emocionais ativam
redes de memdria congruentes com o humor, facilitando o acesso a conteidos negativos. Esse

mecanismo pode fortalecer vieses cognitivos e prejudicar o funcionamento da memdria em
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contextos emocionalmente negativos (LeMoult; Gotlib, 2019).

Mesmo ap0s a remissao clinica dos sintomas afetivos, muitos pacientes continuam
a apresentar déficits em diferentes dominios cognitivos, sobretudo na memoéria de longo
prazo. Estudos indicam que pacientes recuperados da depressdo tendem a recordar eventos
negativos com maior vivida intensidade, enquanto memdrias positivas sdo acessadas com
menor frequéncia e riqueza. Tais déficits podem representar tracos duradouros do transtorno,
reforcando a ideia de que a recuperacdo completa deve considerar ndo apenas o humor, mas
também a funcdo cognitiva (Marazziti et al., 2010; Werner-Seidler; Moulds, 2012; Wilson;
Gregory, 2018).

Portanto, compreender 0S mecanismos que conectam estresse, memoria e
depressdo é essencial para o avanco das estratégias diagnosticas e terapéuticas. O
reconhecimento dos déficits cognitivos como um nlcleo persistente da depressdo pode
permitir intervencdes mais precisas, que envolvam ndo apenas o alivio dos sintomas afetivos,
mas também a reabilitacdo das funcbes executivas e mneménicas (Chakrabarty; Hadjipavlou;
Lam, 2016).

1.2.4 Areas cerebrais envolvidas

Na depressdo, ha alteracOes estruturais e funcionais em diversas regides cerebrais.
Entre as &reas cerebrais na sintomatologia deste transtorno, estdo o cdrtex pre-frontal, o
hipocampo e o corpo estriado (Figura 4), que participam da integracdo de processos
emocionais, cognitivos e motivacionais (Mayur et al., 2012).

Nesse contexto, o cortex pré-frontal apresenta metabolismo reduzido na
depressdo, 0 que esta associado a prejuizos na comunicagdo com o hipocampo, regido-chave
para a consolidacdo da memoria e para o processamento de experiéncias emocionais. Essas
disfuncdes contribuem para déficits cognitivos, como problemas na tomada de decisdo, menor
controle emocional e maior reatividade a estimulos negativos (Rigucci et al., 2010). No
hipocampo, também héa alteragdes significativas, como a reducdo do volume, atribuido a
neurotoxicidade induzida por estresse cronico e exposi¢do prolongada ao cortisol (Bremner et
al., 2002).

Ja o corpo estriado apresenta disfuncdes nos sistemas de motivagdo, resposta
motora e, principalmente, nos mecanismos de recompensa a estimulos positivos, o que pode
estar relacionado ao sintoma de anedonia (Remijnse et al., 2009; Schlaepfer et al., 2008).

Além das &reas citadas, também ocorrem alteragdes no cingulo anterior, amigdala, insula e
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tdlamo, o que reforca que a depressdo envolve disfuncdes em redes cerebrais amplas,

envolvendo equilibrio emocional e motivacdo (Mayur et al., 2012).

Figura 4 — Representacéo ilustrativa das estruturas cerebrais envolvidas na depressao
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Fonte: Elaborado pela autora, feito através do Biorender (2025).
1.3 Modelos animais de depressédo

O uso de modelos animais € essencial para investigar os aspectos clinicos e
bioldgicos da depressdo, permitindo o estudo de fendmenos que ndo podem ser explorados
eticamente em humanos. Segundo McKinney (1984), esses modelos s&o preparagoes
experimentais em uma espécie para entender fendmenos em outra, sendo 0s roedores
comumente utilizados por compartilharem mais de 90% dos genes com 0s humanos,
auxiliando na avaliacdo de farmacos e compreensdo de mecanismos neurais (Kalueff;
Tuohimaa, 2004).

1.3.1 Modelo de estresse cronico imprevisivel (ECI)

Modelos animais, como o estresse crénico imprevisivel (ECI), tém sido
amplamente utilizados para simular transtornos depressivos, por refletirem estressores
inesperados da vida humana (Willner et al., 1987). A relacdo do estresse cronico com a
hiperativacdo do eixo HHA ¢ apontada como um dos principais marcadores da depressao
maior (Kumar; Kuhad; Chopra, 2011). O modelo de ECI é uma ferramenta valida na
avaliacdo pré-clinica de antidepressivos e se baseia na exposi¢do diéria e continua do animal a
diversos tipos de estressores durante um tempo prolongado, provocando alteracdes
neurobioldgicas que reproduzem um comportamento depressivo-simile no animal (Muscat;

Willner, 1992; Willner et al., 1997). Dessa forma, é considerado um modelo animal robusto
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por conseguir gerar condicdes similares a depressdao em seres humanos, incluindo déficits

cognitivos (Kumar; Kuhad; Chopra, 2011).

1.4 Tratamentos farmacologicos da depressao

O manejo clinico da depressdo envolve diferentes intervencdes, como
farmacoterapia, psicoterapia e pratica de atividades fisicas (Cuijpers, 2018). A farmacoterapia
costuma ser recomendada para casos clinicos moderados e graves, sendo o tratamento de
primeira linha o uso de inibidores seletivos de recaptacdo de serotonina (ISRS), como
sertralina e fluoxetina (Madan; Oughli; Gebara, 2024). Outras classes também sao
empregadas, incluindo os inibidores da recaptacdo de serotonina e noradrenalina (ISRSN),
como a desvenlafaxina, os antidepressivos triciclicos, como a amitriptilina, e agentes com
mecanismos distintos, como a agomelatina e a mirtazapina (Dobrek; Gtowacka, 2023). Em
casos especificos, podem ainda ser utilizados antipsicéticos, como a quetiapina,
estabilizadores de humor, como o litio, e benzodiazepinicos, como o alprazolam (lonescu;
Rosenbaum; Alpert, 2015; Madan; Oughli; Gebara, 2024).

Apesar dessa variedade, o tratamento farmacol6gico atual apresenta limitac6es
importantes, como a ocorréncia frequente de efeitos adversos, incluindo distdrbios
gastrointestinais, disfuncfes sexuais, ganho de peso e até riscos cardiovasculares, além do
tempo de laténcia de varias semanas até o inicio dos efeitos terapéuticos, o0 que compromete o
manejo de casos graves ou urgentes (Dobrek; Glowacka, 2023). Ainda, cerca de um terco dos
pacientes ndo possui resposta eficaz, e, a cada troca de tratamento medicamentoso, a chance
de sucesso € reduzida consideravelmente (Madan; Oughil; Gebara, 2024). Pacientes que nédo
atingem remissdo apresentam qualidade de vida reduzida e maior risco de recaida,
cronificagdo e suicidio. Isso evidencia a necessidade de tratamentos mais eficazes, capazes de
atuar sobre diferentes perfis de pacientes e subtipos de depressdo (lonescu; Rosenbaum;
Alpert, 2015).

Em casos de depresséo resistente ao tratamento (DRT), até 44% dos individuos
ndo respondem a duas terapias consecutivas, e cerca de 33% nao apresentam melhora mesmo
apos quatro tentativas (Bergfeld et al., 2018). Esses resultados estdo relacionados, em parte, a
heterogeneidade da depressdo e a auséncia de biomarcadores confidveis que orientem a
escolha terapéutica, fatores que contribuem para os desfechos insatisfatorios (lonescu;
Rosenbaum; Alpert, 2015).

Nesse contexto, essas limitagdes tém impulsionado o interesse cientifico na busca
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por alternativas terapéuticas mais eficazes e seguras. Conforme Elias, Zhang e Manners
(2022), uma quantidade relevante de substancias naturais e extratos vegetais possui potencial
como alternativas promissoras no tratamento da depressao aliado a um menor risco de efeitos

adversos.

1.5 Familia Fabaceae

Fabaceae Lindl., também conhecida como Leguminosae, € uma das maiores
familias botanicas do reino Plantae, compreendendo quase 770 géneros, com cerca de 20.000
espécies vegetais existentes no mundo, sendo a terceira maior entre as familias mais
numerosas (Azani et al., 2017; Christenhusz; Byng, 2016; Vasconcelos et al., 2020). E
dividida em seis subfamilias: Caesalpinioideae, Cercidoideae, Detarioideae, Dialiodeae,
Duparquetioideae e Papilionoideae (Azani et al., 2017), e suas espécies possuem habitos
arboreos, arbustivos ou herbaceos e ciclos de vida perene ou anual (Rahman; Parvin, 2014).

As plantas da familia Fabaceae desempenham papéis ecologicos e econémicos
relevantes e sdo as segundas, depois dos cereais, em importancia agricola contribuindo para
praticas mais sustentaveis (Wanda; Gamo; Njamen, 2015). Também possuem utilizacdo como
alimento, forragem, matéria-prima artesanal, combustivel e madeira leve, além de serem
cultivadas em diferentes contextos produtivos (Ahmad; Anwar; Hira, 2016; Bean, 2008;
Sinadouwirou et al., 2022).

Ainda, espécies pertencentes a esse grupo botanico tém reconhecido valor cultural
e medicinal, sendo amplamente utilizadas em praticas etnobotanicas em varias sociedades
(Ahmad; Anwar; Hira, 2016; Maroyi, 2023). Estudos fitoquimicos revelaram a presenca de
diversos constituintes bioativos, incluindo isoflavonas, flavonoides prenilados, flavanonas,
flavanois, saponinas, glicosideos, rotenoides, chalconas e alcaloides, sendo os flavonoides
considerados os principais compostos (Wanda; Gamo; Njamen, 2015). Em decorréncia disso,
seu efeito medicinal € amplo, abrangendo atividades antioxidantes, anti-inflamatorias,
antibacterianas, antifungicas e estrogénicas. Tradicionalmente, espécies da familia sdo usadas
no tratamento de distdrbios ginecoldgicos, respiratérios e metabdlicos, além de atuarem como
sedativas e neuroprotetoras (Wanda; Gamo; Njamen, 2015).

Assim, a relevancia ecoldgica e econdmica de Fabaceae liga-se ao seu papel
histérico como fonte de substancias bioativas, o que justifica o interesse cientifico no estudo
de géneros como Erythrina, amplamente investigado por seus efeitos sobre o0 sistema nervoso

central.
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1.6 Género Erythrina L.

O género Erythrina L., é dividido em 5 subgéneros, compreende cerca de 120
espécies e apresenta ampla distribuicdo geografica, estando presente na Asia, Africa, América
e Oceania (Bean, 2008; Susilawati et al., 2023). O nome deriva da palavra grega erythros, que
significa vermelho, em referéncia a coloracdo tipica da maioria das flores de muitas de suas
espécies (Rambo et al., 2019). Além disso, sdo plantas arbdreas de porte médio, entre 6 a 9
metros de altura, que apresentam espinhos e carater caducifélio (Fahmy et al., 2018; Kaushal
et al., 2020).

No Brasil, estdo registradas 12 espécies, em sua maioria presentes na regido
Nordeste, popularmente conhecidas como mulungu, cortica, mochocho, sananduba e suind
(Guedes-Oliveira et al., 2023; Silva et al., 2013). Essas plantas sdo bastante adaptaveis e
podem ser encontradas em diferentes formacg6es vegetais, com ampla variacao de temperatura,
umidade e altitude (Garcia-Mateos; Soto-Hernandéz; Vibrans, 2001; Kaushal et al., 2020;
Khanduri, 2023; Martins, 2014).

No campo medicinal, Erythrina possui destaque pelo uso tradicional no
tratamento de diversas condicdes, incluindo dor, inflamacdo, problemas de pele, céancer,
doencas infecciosas e cardiometabdlicas, distarbios gastrointestinais e transtornos mentais,
como ansiedade e depressdo (Lutoti et al., 2023; Schultz et al., 2020; Togola et al., 2008).
Estudos fitoquimicos tém revelado diversas classes de metabolitos, como flavonoides,
saponinas, taninos, triterpenoides e alcaloides (Rambo et al., 2019).

Nesse contexto, estudos tém demonstrado que espéecies de Erythrina possuem
acdo significativa no SNC, especialmente por meio de efeitos ansioliticos e
anticonvulsivantes. Alcaloides como (+)-eritravina e (+)-11-a-hidroxi-eritravina, isolados de
Erythrina mulungu, modulam receptores nicotinicos de acetilcolina, o que explica parte de
suas propriedades ansioliticas e anticonvulsivantes observadas em modelos experimentais
(Gelfuso et al., 2020). Além dos alcaloides, espécies de Erythrina também concentram
flavonoides e pterocarpanos, compostos que apresentam efeitos antioxidantes e anti-
inflamatorios relevantes e atuam na neutralizacdo de EROs e na modulacido de vias de
sinalizacdo intracelulares, o que lhes confere potencial no manejo de dor inflamatéria e de
condigdes associadas ao estresse oxidativo (Jiménez-Cabrera et al., 2020).

Estudos etnofarmacolégicos apontam o uso tradicional de diferentes espécies de

Erythrina em varias partes do mundo, incluindo o tratamento de ins6nia, ansiedade,
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convulsdes, febre, tosse nervosa, inflamacéo e disturbios metabolicos, como hiperglicemia
(Susilawati et al., 2023). Ensaios in vitro e in vivo recentes validam parte desses usos
tradicionais, apontando atividades antibacterianas, anticancerigenas e analgésicas, embora
ainda existam lacunas em relagdo a estudos toxicolégicos e clinicos (Susilawati et al., 2023).
Nesse contexto, a espécie Erythrina velutina Willd., tradicionalmente utilizada no
Brasil e foco do presente estudo, destaca-se como uma fonte relevante para estudo, com

reconhecido potencial farmacol6gico dentro deste género (Adetunji et al., 2024).

1.7 Erythrina velutina Willd.

Erythrina velutina Willd. € comumente conhecida como mulungu no Brasil e
distribuida nos paises da América do Sul e América Central (Adetun;ji et al., 2024: Fahmy et
al., 2018). Possui alta adaptabilidade a climas umidos e secos, podendo ser encontrada em
ambientes como savanas, areas costeiras e florestas ombréfilas (Adetunji et al., 2024; Silva et
al., 2013). Além disso, ¢é valorizada por seu uso ornamental e em projetos de arborizacéo
urbana, e sua madeira leve € utilizada na producdo de brinquedos, caixas e jangadas (Lorenzi,
1992; Rodrigues et al., 2018). A Figura 5 apresenta aspectos morfologicos de Erythrina
velutina, incluindo arvore adulta, folha, ramo florido e sementes, que auxiliam na

caracterizacdo da espécie.
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Figura 5 — Erythrina velutina Willd. (Fabaceae)
% T

A: Arvore com folhagem abundante; B: Folha; C: Ramo florido; D: Sementes. Fonte: Arquivo pessoal (2025).

O uso de plantas medicinais para fins terapéuticos € uma das praticas de saude
mais antigas (Jamshidi-Kia; Lorigooini; Amini-Khoei, 2018). Nesse contexto, esta espécie é
amplamente utilizada na medicina tradicional brasileira, atuando como vermifuga, anti-
inflamatoria, sedativa e hipnética (Agra et al., 2008; Albuquerque et al., 2007; Ferreira
Junior; Ladio; Albuquerque, 2011; Figueirédo Janior et al., 2022). Seus extratos sao
tradicionalmente empregados no tratamento de distdrbios do sono, ansiedade e doencas
inflamatorias, infecciosas e gastrointestinais (Agra et al., 2008; Almeida et al., 2005; Santos
S. etal., 2012; Sousa et al., 2021; Teixeira et al., 2019). Estudos etnofarmacoldgicos também
descrevem seu uso como ansiolitico e antidepressivo, reforcando sua relevancia no manejo de
distdrbios do SNC (Raupp et al., 2008; Sousa et al., 2021; Souza et al., 2022).

A fitoquimica do género Erythrina vem sendo amplamente estudada, a partir do
isolamento e caracterizagdo de diversos alcaloides, como eritralina, erisodina e hipaforina,
considerados marcadores importantes do grupo. Em E. velutina, ja foram identificados mais
de 240 constituintes quimicos, sendo os mais abundantes: &cidos graxos, alcaloides,
flavonoides e 6leos essenciais (Adetunji et al., 2024).

Os alcaloides representam o principal grupo de metabolitos identificados em E.
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velutina, sendo responsaveis por grande parte da diversidade fitoquimica da espécie. Estudos
recentes apontam a ocorréncia de pelo menos 71 compostos, classificados em subgrupos
estruturais como dienoides, alkenoides e lactonicos (Adetunji et al., 2024). Entre os
constituintes j& descritos, destacam-se a eritralina, eritrinina, erisodina e a hipaforina, além
dos derivados (+)-eritravina e (+)-11a-hidroxi-eritravina (Ozawa et al., 2011; Setti-Perdigdo
et al., 2013; Gelfuso et al., 2020).

Esses metabolitos exibem atividades farmacoldgicas relevantes, como a
modulagdo de receptores nicotinicos de acetilcolina, efeitos ansioliticos e anticonvulsivantes
(Gelfuso et al., 2020: Setti-Perdigdo et al., 2013), além de atividades hipnoticas, atribuidas a
hipaforina (Ozawa et al., 2008), e propriedades anticolinesterasicas de compostos como a
eritralina e a eritrinina, que reforcam o potencial do grupo a nivel de sistema nervoso central
(Nassief et al., 2020).

Com relacéo aos flavonoides, outro grupo importante identificado em E. velutina,
até o momento, foram descritos aproximadamente 50 compostos, distribuidos em subclasses
como isoflavonas, flavonois, chalconas, antocianinas e auronas (Adetunji et al., 2024). Entre
os principais identificados estdo os derivados glicosilados de apigenina, como vicenina Il e
isorhoifolina, além de hesperetina e seus analogos, como hesperidina e sigmoidina C, isolados
da casca e folhas da espécie (Dias et al., 2019; Silva et al., 2016). Estudos metabolémicos
recentes também ampliaram o conhecimento fitoquimico da espécie, revelando novos
flavonoides presentes em folhas e sementes (Chacon et al., 2022). Essa diversidade
fitoquimica reforca o papel dos flavonoides como componentes bioativos centrais, que
contribuem para a atividade antioxidante e possivelmente para os efeitos neuroprotetores
descritos em modelos experimentais (Silva et al., 2016; Dias et al., 2019).

Pesquisas farmacologicas tém evidenciado o amplo potencial farmacolégico dessa
planta. Silva et al. (2016) demonstraram a a¢do antioxidante do extrato etandlico das folhas de
E. velutina em células neuronais, enquanto Dias et al. (2019) observaram o mesmo efeito,
também com o extrato etandlico das folhas, em camundongos. Em modelo de edema de pata
induzido por dextrana, o extrato hidroalcoolico obtido da casca do caule apresentou acéo anti-
inflamatoria (Vasconcelos et al., 2011). J& em um estudo in vitro, Santos, W. et al. (2012)
evidenciaram a atividade anticolinesterasica de um extrato das folhas de E. velutina rico em
alcaloides.

Apesar do potencial neuroprotetor da espécie, poucos autores abordaram
diretamente seus efeitos sobre a memoria, e os resultados obtidos séo divergentes. Rodrigues

et al. (2017), utilizando modelo de isquemia em camundongos, revelaram o efeito
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neuroprotetor da E. velutina, que foi capaz de reverter déficits de memdria nos animais.
Ademais, Silva et al. (2016) observaram a capacidade do extrato de reduzir a neurotoxicidade
celular. Por outro lado, outros estudos relataram prejuizos cognitivos, como Dantas et al.
(2004) que verificaram interferéncia na memdria em roedores apds administracdo de 10
mg/kg do extrato durante a habituagédo dos testes de campo aberto e esquiva passiva.
Resultados semelhantes foram relatados por Teixeira-Silva et al. (2008) e Raupp et al. (2008),
que também observaram interferéncia nos processos de memdria.

No que se refere a depressao, as evidéncias sobre a atuacdo de E. velutina ainda
sdo limitadas e inconclusivas. Raupp et al. (2008) avaliaram doses agudas (5 a 100 mg/kg) e
crénicas (50 e 100 mg/kg) de extrato hidroalcoolico da casca da planta em camundongos
saudaveis, ndo observando efeito antidepressivo no teste do nado forcado. De forma
semelhante, Ribeiro et al. (2006) testaram diferentes regimes de administragdo aguda (100,
200 e 400 mg/kg) e cronica (50, 100 e 200 mg/kg), também sem sucesso terapéutico. Ja
Vasconcelos et al. (2004) relataram efeito depressor em animais tratados com extrato em dose
aguda, evidenciado pela reducdo da atividade locomotora no teste de campo aberto. Cabe
ressaltar que todos esses trabalhos foram realizados em roedores saudaveis, ou seja, ndo
submetidos a modelos experimentais de depresséo, o que limita a avaliagdo dos achados e
reforca a necessidade de estudos mais direcionados.

Dessa forma, apesar das evidéncias de atividades ansioliticas, antioxidantes, anti-
inflamatorias e neuroprotetoras, ainda existe uma lacuna quanto ao potencial antidepressivo
de E. velutina, sobretudo em condicdes de estresse cronico. Assim, este estudo propde
investigar os efeitos comportamentais e neuroquimicos do extrato hidroalcoolico de E.
velutina em camundongos machos submetidos ao modelo de estresse crénico imprevisivel

(ECI), contribuindo para a elucidacédo de suas propriedades farmacoldgicas.
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2 JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA

A depressdo é um transtorno mental altamente prevalente e incapacitante, com
impactos significativos no funcionamento cotidiano e na qualidade de vida dos individuos
afetados (Lam, 2018). A prevaléncia é crescente em diferentes populagfes, com taxas
variando entre 27,2% a 37,35% (Gao et al., 2020; Moreno-Agostino et al., 2021; Nour et al.,
2023; Rotenstein et al., 2016). Apesar da sua relevancia como uma das principais causas de
incapacidade global, ainda ndo se tem total compreensdo dos mecanismos subjacentes a sua
fisiopatologia e & agdo dos antidepressivos (Liu et al., 2014).

Ha evidéncias de que déficits cognitivos, como os relacionados ao aprendizado e a
memoria, sdo componentes fundamentais no transtorno depressivo maior. Além disso, o
tratamento com antidepressivos pode amenizar esses déficits, ao mesmo tempo em que
melhora o humor (Airaksinen, 2004). Porém, apenas 40% dos pacientes obtém resposta
terapéutica satisfatdria ao tratamento convencional (Zhang; Yao; Hashimoto, 2023).

O uso do modelo animal de estresse cronico imprevisivel (ECI) é uma abordagem
relevante para estudar os efeitos de novos tratamentos na depressdo e nos déficits cognitivos.
No ECI os animais sdo expostos a uma combinacdo de estressores leves e imprevisiveis,
sendo um modelo valido e robusto por reproduzir condi¢des similares ao ambiente humano
(Muscat; Willner, 1992; Willner et al., 1997). Além disso, a exposi¢do ao estresse crénico
pode afetar a cognicdo, como aprendizagem e memodria, efeitos que podem ser revertidos por
antidepressivos de uso clinico (Gouirand; Matuszewich, 2005).

E. velutina, conhecida como mulungu, pertence a familia Fabaceae e é
tradicionalmente utilizada, sobretudo, no manejo de transtornos ansiosos e depressivos, além
de outras condi¢des como inflamacdes, cefaleia e estresse, devido a presenca de diversos
constituintes quimicos bioativos (Adetunji et al., 2024; Fahmy et al., 2018; Raupp et al.,
2008; Souza et al., 2022). Estudos apontam sua expressiva acdo neuroprotetora, além das
acdes ansiolitica e antioxidante (Dias et al., 2019; Silva et al., 2016; Sousa et al., 2017). No
entanto, apesar do uso popular para sintomas depressivos, ainda ha escassez de pesquisas que
avaliem os efeitos do extrato hidroalcodlico da planta em modelos validados para a inducéo
do comportamento depressivo-simile.

Nesse contexto, considerando o uso popular de E. velutina atrelado a seus efeitos
potenciais e relatados na literatura e a necessidade por novas alternativas farmacoldgicas
eficazes para a depresséo, justifica-se estudar as acdes da E. velutina em um modelo animal

de ECI, tornando possivel avaliar seus efeitos sobre o comportamento depressivo-simile e em



fungdes cognitivas, como memoria e aprendizado.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Investigar os efeitos comportamentais e neuroquimicos do extrato hidroalcoolico
de folhas de E. velutina, em camundongos Swiss machos submetidos ao modelo de depressédo

por estresse cronico imprevisivel.

3.2 Objetivos especificos

e Avaliar os efeitos do tratamento com extrato hidroalcodlico de folhas de E.
velutina sobre locomocdo, alteracdes de memoria e comportamento
depressivo-simile em camundongos submetidos ao modelo animal de
depressdo induzido por estresse cronico imprevisivel;

e Determinar as alteracdes do tratamento com extrato hidroalcodlico de folhas de
E. velutina sobre parametros neuroquimicos da atividade antioxidante através
da dosagem de glutationa reduzida (GSH) no cortex pré-frontal (CPF),
hipocampo (HC) e corpo estriado (CE) em camundongos submetidos ao
modelo de depressao induzido por estresse cronico imprevisivel;

e Avaliar a variacdo de peso corporal como pardmetro adicional de resposta ao
estresse e ao tratamento com extrato hidroalcoodlico de folhas de E. velutina em
camundongos submetidos ao modelo animal de depressdao induzido por
estresse cronico imprevisivel.

e Determinar o teor de compostos fenolicos totais e caracterizar o perfil
cromatografico do extrato hidroalcodlico de folhas de E. velutina, visando a

sua padronizacao.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais

Foram utilizados camundongos Swiss machos com peso entre 30-35g,
provenientes do Biotério Central da Universidade Federal do Ceara (UFC) e mantidos no
Biotério Setorial Prof. Eduardo Torres, do Departamento de Fisiologia e Farmacologia. A
escolha por animais da linhagem Swiss deve-se a sua ampla utilizacdo em estudos
comportamentais e neuroquimicos, especialmente em protocolos de estresse, além de sua
facilidade de manejo. Ademais, a escolha por camundongos machos justifica-se pelo foco na
avaliacdo da memoria, j& que esses animais demonstram maior sensibilidade a deficits
mnemaonicos induzidos por estresse cronico, ao passo que fémeas tendem a apresentar maior
resiliéncia cognitiva influenciada por fatores hormonais (Luine et al., 2017).

Antes da realizacdo dos procedimentos, os animais foram acondicionados e
mantidos em ciclo claro/escuro de 12 horas, ambientados em grupos com livre acesso a
comida e agua desde o dia de chegada e alojados em caixas de polipropileno, devidamente
enriquecidas em prol do bem-estar dos animais, com cinco animais por caixa. O experimento
foi iniciado apds os animais atingirem o peso estabelecido (30-35g), momento em que foram
devidamente identificados e tratados conforme o delineamento experimental.

Todos os procedimentos experimentais foram realizados de acordo com diretrizes
do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e do Conselho Nacional de
Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA), que estdo consoantes 0 Guia dos Institutos
Nacionais de Saude para o Cuidado e Uso de Animais de Laboratorio (NIH, 1996). O projeto
foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal do Ceara, com
0 numero de protocolo 7940280624 (ANEXO A).

4.2 Preparo do extrato hidroalcoolico de E. velutina

A exsicata da espécie de E. velutina (EAC 67350) foi depositada no Herbario
Prisco Bezerra, Departamento de Biologia, Universidade Federal do Ceara. O acesso ao
patrimoénio genético da espécie foi devidamente registrado no Sistema Nacional de Gestdo do
Patriménio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SISGEN), sob o nimero de
cadastro AEAOAO, conforme estabelece a Lei n® 13.123/2015.

A partir das folhas, o extrato foi preparado em parceria com o Centro de Estudos
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Farmacéuticos e Cosméticos (CEFAC/UFC), que desenvolveu a metodologia previamente
(Vasconcelos et al., 2003). Optou-se pelo uso das folhas como material vegetal por razdes
ambientais e sustentaveis, uma vez que sua coleta ndo implica dano significativo a planta nem
compromete a regeneracdo natural das arvores. Essa escolha visou minimizar o impacto
ecoldgico e promover praticas de pesquisa alinhadas & conservacao de espécies nativas.

As folhas de E. velutina foram coletadas manualmente no municipio de Fortaleza,
Ceard, no dia 28 de janeiro de 2025, as 10 horas da manha (horario local), durante o verdo,
sob condicGes tipicas do inicio da estacdo chuvosa na Caatinga, com clima quente e céu claro.
Tais condigOes favoreceram a presenca de folhagem abundante e bem desenvolvida na planta
no momento da coleta (Figura 5A). Imediatamente apds a coleta, as folhas foram selecionadas
para remocdo de impurezas (galhos, folhas danificadas) e lavadas com agua corrente. Em
seguida, foram dispostas sobre bandejas de aco inoxidavel em camada Unica e secas em estufa
com circulagdo de ar for¢ada a 60 °C por 24 horas. Apds a secagem, as folhas foram trituradas
em moinho de facas, resultando em um po vegetal homogéneo (300 g).

A extracgdo foi realizada sob aquecimento a 60 °C em banho-maria, com agitagédo
constante por 2 horas. Empregou-se como solvente extrator solucdo hidroalcodlica
etanol:dgua destilada na propor¢do de 3:7 (v/v). Os filtrados foram concentrados em
rotaevaporador até a metade do volume original, para reduzir a concentracdo de etanol
(solvente inflaméavel) antes da secagem por spray drying, cuja operagdo envolve temperaturas
elevadas e presenca de compressor, 0 que impBe limites a concentracdo de solventes
organicos por risco de inflamabilidade e foi realizada com fluxo de ar de 40 L/min,
temperatura de entrada de 105 °C e fluxo de alimentacdo de 16 mL/min.

Para promover a obtencdo de um pd mais seco e estavel, foi realizada a
microencapsulacdo do extrato com adjuvantes de secagem, resultando em uma pré-
formulacdo, sendo composta por aerosil (didéxido de silicio coloidal) a 20% e goma xantana a
10%. A formulacdo nessa propor¢do seguiu um protocolo seguro, baseado em dados
experimentais internos previamente obtidos no laboratorio, que demonstraram auséncia de
toxicidade em modelos animais em doses de até 30%, adotando nesta pesquisa, 0S mesmos
parametros para administracéo oral.

A concentragdo final do extrato seco foi expressa em termos de residuo sélido por
mililitro do extrato inicial concentrado. Para o célculo da dose administrada aos animais,
considerou-se a presenca de 30% de adjuvantes (aerosil e goma xantana) na formulagéo
obtida por spray drying. Assim, a concentracao final utilizada para dilui¢do foi ajustada para

130% do peso do extrato, de modo que a fracdo ativa do extrato vegetal correspondesse
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exatamente a dose de 50 ou 100 mg/kg administrada. Esse ajuste garantiu que 0s animais
recebessem a dose exata correspondente a fracdo ativa do extrato, independentemente da

presenca dos adjuvantes.

4.3 Padronizacéo e caracterizacao fitoquimica do extrato

4.3.1 Determinacao do teor de fendis totais (FT) por espectrofotometria

A determinacdo do teor de fenois totais (FT) foi realizada pelo método de Folin-
Ciocalteau (Singleton; Orthofer; Lamuela-Raventds, 1999), sob comprimento de onda de 785
nm. Foi construida uma curva de calibracdo empregando como padrdo de trabalho o &cido
galico (AG) (1 a 6 ug mL-1). O método mostrou-se linear dentro do intervalo analisado (R2 =
0,9978; y = 0,1029x + 0,0145). O teor de fendis totais estd expresso pela média de 3

repeticbes (x desvio padrdo) em mg EAG/g do extrato.

4.3.2 Analise do teor de fendis por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE-DAD)

A analise deu-se segundo método desenvolvido anteriormente pelo CEFAC/UFC
(Silva, 2016).

4.4 Modelo de Depressdo Induzido por Estresse Crénico Imprevisivel (ECI)

O protocolo utilizado foi descrito por Kumar; Kuhad e Chopra (2011), no qual um
estimulo estressor foi aplicado uma vez ao dia, e conduzido, conforme o Quadro 1, durante
um periodo de 21 dias, cuja aplicacdo de um mesmo estimulo ndo ocorreu na mesma semana
de protocolo. Foram aplicados 0s seguintes estressores: natacdo em ambiente frio (12 °C) ou
em temperatura ambiente (23 + 2 °C), compressdo de cauda por pinga, privacdo de agua e

comida por 24 horas e iluminagdo noturna por 12 horas.
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Quadro 1 - Cronograma de eventos estressores aplicados ao longo do protocolo de estresse

crénico imprevisivel

Dia de Evento estressor Duracdo| Turnodeiniciodo
protocolo evento estressor

1° dia Natacdo em ambiente frio (12 °C) 5 min Manha
2° dia Pinca da cauda 30s Tarde
3° dia Privacao de &gua e comida 24 h Noite
4° dia lluminagdo noturna 12 h Noite
5° dia Auséncia de estresse - -

6° dia Natacdo em temperatura ambiente (23 +2°C) | 15 min Manha
7° dia Pinca da cauda 60 s Tarde
8° dia Natacdo em ambiente frio (12 °C) 5 min Manha
9° dia lluminacdo noturna 12 h Noite
10° dia Auséncia de estresse - -
11°dia | Natacdo em temperatura ambiente (23 £2°C) | 10 min Manha
12° dia Pinca da cauda 90s Tarde
13° dia Natacdo em ambiente frio (12 °C) 5 min Manha
14° dia Privacao de dgua e comida 24 h Noite
15° dia [luminag&o noturna 12 h Noite
16° dia Auséncia de estresse - -
17° dia Privacdo de agua e comida 24 h Manha
18° dia Pinca da cauda 60 s Tarde
19°dia | Natacdo em temperatura ambiente (23 £2°C) | 15 min Manha
20° dia lluminacdo noturna 12 h Noite
21° dia Natagcdo em ambiente frio (12 °C) 5 min Manha

Fonte: Elaborado pela autora, adaptado de Kumar; Kuhad e Chopra (2011).

4.5 Desenho Experimental

Este estudo foi conduzido de acordo com o protocolo experimental do modelo de
depressdo induzida por estresse cronico imprevisivel (ECI). Os animais foram alocados em
dois protocolos distintos: um protocolo controle, com animais saudaveis nao expostos a
fatores estressores, e outro protocolo de estresse, no qual os animais foram submetidos a uma
série de eventos estressores para indu¢do do modelo de ECI.

A randomizagéo dos animais quanto aos grupos de tratamento, foi realizada por
meio de agrupamento por caixas, e ndo individualmente, devido a instabilidade social
observada entre os camundongos Swiss machos quando realocados em novas caixas. Essa
realocacdo revelou-se inadequada, uma vez que ocasionou conflitos por dominancia e
agressoes que comprometem o0 bem-estar dos animais e a integridade dos dados
comportamentais (Weber et al., 2022). Portanto, optou-se por randomizar as caixas quanto aos

tratamentos, assegurando ainda a equivaléncia entre os grupos, conforme boas préaticas de
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bem-estar animal e padronizagdo experimental.

Dentro de cada protocolo, os animais foram distribuidos nos seguintes grupos de
tratamento: solugdo salina a 0,9% (SALINA) e extrato hidroalcodlico de E. velutina nas doses
de 50 mg/kg (EV50) e 100 mg/kg (EV100). O extrato foi previamente suspenso em solucgéo
salina estéril a 0,9% para administracdo por via oral (gavagem), sendo esta a mesma solucao
utilizada no grupo controle, a fim de garantir a padronizacdo do veiculo. Os grupos estéo

detalhados a seguir.

e Grupo CONTROLE+SALINA: Os animais foram mantidos sem nenhum
fator estressor durante 21 dias e entre o0 15° e 21° dia receberam solugéo salina
0,9% via oral (gavagem);

e Grupo CONTROLE+EV50: Os animais foram mantidos sem nenhum fator
estressor durante 21 dias e entre o0 15° e 21° dia, receberam 50 mg/kg via oral
(gavagem) de extrato hidroalcodlico de E. velutina;

e Grupo CONTROLE+EV100: Os animais foram mantidos sem nenhum fator
estressor durante 21 dias e entre 0 15° e 21° dia, receberam 100 mg/kg via oral
(gavagem) de extrato hidroalcodlico de E. velutina;

e Grupo ECI+SALINA: Os animais foram submetidos a fatores estressores
durante 21 dias e entre o 15° e 21° dia, receberam solugéo salina 0,9% por via
oral (gavagem);

e Grupo ECI+EV50: Os animais foram submetidos a fatores estressores durante
21 dias e entre 0 15° e 21° dia, receberam 50 mg/kg via oral (gavagem) de
extrato hidroalcodlico de E. velutina.;

e Grupo ECI+EV100: Os animais foram submetidos a fatores estressores
durante 21 dias e entre o 15° e 21° dia, receberam 100 mg/kg via oral
(gavagem) de extrato hidroalcodlico de E. velutina.

Os animais do grupo ECI foram expostos diariamente a fatores estressores por um
periodo total de 21 dias. A partir do 15° dia, foi iniciado o tratamento farmacologico,
administrado uma vez ao dia até o 21° dia e sempre antes da aplicacdo diaria do estressor. Ja
no grupo controle, os animais ndo foram submetidos a nenhum fator estressor ao longo do

protocolo, mas também receberam o tratamento a partir do 15° dia, seguindo a administracdo
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até 0 21° dia. Ademais, os animais foram submetidos a testes comportamentais apds o término
do protocolo, nos dias 21 e 22 de experimento (Figura 6).

Vale ressaltar que os testes comportamentais foram distribuidos ao longo de dois
dias consecutivos, de forma a minimizar possiveis interferéncias entre os testes, como efeitos
de fadiga, habituacdo excessiva ou sobreposi¢do de estimulos aversivos. No primeiro dia de
avaliacdo comportamental (21°), foram realizados os testes de campo aberto, labirinto em Y e
suspensdo de cauda, com o objetivo de avaliar parametros locomotores, exploratorios, de
memdria operacional e comportamentos relacionados a depressdo-simile. No segundo dia
(22°), foram conduzidos os testes de reconhecimento de objetos e esquiva passiva,
considerando-se o intervalo de 24 horas para avaliagdo da memdria de curto prazo e para
evitar a realizacdo de dois testes com carater potencialmente aversivo no mesmo dia
(suspensdo de cauda e esquiva passiva). Essa divisdo metodoldgica visou reduzir vieses
comportamentais decorrentes da sequéncia e acumulo de testes no mesmo periodo

experimental.

Figura 6 — Desenho experimental
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Fonte: Elaborado pela autora (2025).

4.6 Testes Comportamentais

4.6.1 Teste de Campo Aberto

O teste de campo aberto, proposto inicialmente por Hall (1934), é utilizado para

avaliar quantitativamente a atividade locomotora e exploratoria de animais e é fundamental

para estudos na farmacologia comportamental (Tanaka et al., 2012). O teste foi conduzido por
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meio de um aparato de 30 x 30 cm, de paredes de 50 cm de altura e com o piso dividido em
nove partes idénticas por linhas demarcadas (Figura 7). Os animais foram colocados no meio
do campo observados enquanto ficavam livres para explorar o campo, um por vez. Foram
contabilizados: 0 numero de cruzamentos com as quatro patas (atividade locomotora
espontanea), o ndmero de exploragdes verticais sem encostar nas paredes (rearing) e o
numero de movimentos de autolimpeza (grooming) por um periodo de 5 minutos, apés 1
minuto de habituacdo. Ao final de cada sessdo, o aparato foi higienizado com alcool 70% para

evitar interferéncias relacionadas a odores deixados pelos animais testados anteriormente.

Figura 7 — Representacdo ilustrativa do aparato do teste de campo aberto

Fonte: Elaborado pela autora, feito através do Biorender (2025).

4.6.2 Teste de Suspenséo de Cauda (TSC)

O teste de suspensdo de cauda € realizado para avaliar o comportamento
depressivo-simile no animal. Cada camundongo foi suspenso pela cauda em torno de 50 cm
da superficie por uma fita adesiva fixada a 1 cm a partir da ponta da cauda, como
representado na Figura 8. O tempo de imobilidade foi cronometrado e registrado em segundos
por um periodo de 6 minutos, e os testes foram conduzidos individualmente, em ambiente

silencioso e com controle visual, de modo a evitar interferéncias externas (Steru, 1985).
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Figura 8 — Representacéo ilustrativa do teste de suspensédo de cauda

Fonte: Elaborado pela autora, feito através do Biorender (2025).

4.6.3 Teste de Labirinto em Y (Y-Maze)

A memoria operacional e o aprendizado foram analisados pelo indice de
alternacOes espontaneas em um labirinto em Y. O labirinto consiste em um aparato de 3
bracos idénticos de 40 cm de comprimento, 5 cm de largura e 16 cm de altura cada,
convergindo a um angulo igual de 120°, conforme representado na Figura 9 e descrito
anteriormente por Sarter, Bodewitz e Stephens (1988). Antes do teste, os bragos foram
numerados e o animal foi posto em um brago e alternou espontaneamente as entradas nos
outros bragos durante 8 minutos. A sequéncia de entradas nos bracos foi registrada para
determinar o numero de alternancias corretas, consideradas quando o animal entra em um
braco diferente dos dois visitados anteriormente, sem repeticdes consecutivas. Assim, 0
percentual das alternacdes foi calculado como a razdo entre as alternagdes corretas (n) e o
numero de visitas realizadas durante o periodo de observacdo (n-2), multiplicado por 100,

conforme a formula a seguir:
% Alternacdes espontaneas = (n/ (n - 2)) x 100
Ao final de cada teste, o labirinto foi higienizado com alcool 70%, a fim de

eliminar odores residuais e evitar possiveis interferéncias comportamentais nos animais

subsequentes.
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Figura 9 — Representacéo ilustrativa do labirintoem Y

[

Fonte: Elaborado pela autora, feito através do Biorender (2025).
4.6.4 Teste de Esquiva Passiva

O teste de esquiva passiva foi realizado para avaliar a funcdo de memoria
emocional (Denoble et al., 1986; Gold, 1986). Foi utilizado um aparato que consiste em uma
caixa (31x27x24 cm) com trés paredes de madeira e uma parede frontal de acrilico, contendo
um piso composto por barras paralelas de aco inoxidavel, espacadas a 0,8 cm entre si e
conectadas a um gerador (Figura 10). O teste foi realizado em duas sessOes similares.
Primeiramente, foi realizada a sessdo de treinamento, onde cada animal foi colocado na
plataforma de seguranca e a quantidade de tempo para o animal descer para a grade foi
registrada (tempo de laténcia de descida). Apos, foi aplicado um choque de 0,5 mA e o animal
foi retirado do aparelho. O segundo teste foi realizado em 90 min apds a primeira sessdo,
sendo esta, a sessdo de teste avaliada, com tempo de corte superior a 300s, para a avaliacdo da
memoria de curto prazo. Ao final de cada sessdo, o aparato foi higienizado com alcool 70%
para evitar interferéncias relacionadas a odores deixados pelos animais testados

anteriormente.
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Figura 10 — Representacéo figurativa do aparato do teste de esquiva passiva

Fonte: Elaborado pela autora, adaptado do Biorender (2025).

4.6.5 Teste de Reconhecimento de Objetos

Este teste € amplamente empregado para avaliar a capacidade de memorizacéao e
reconhecimento de objetos novos e ja conhecidos (Furini et al., 2010). No primeiro dia,
considerada a sessé@o de habituagéo, antes de qualquer procedimento, o animal foi colocado no
centro do aparato e deixado por 5 min sem nenhum objeto presente. Apds 24 horas, na sessao
de treinamento, o animal foi novamente colocado na caixa com dois objetos idénticos
posicionados lado a lado e deixado por 5 min para explorar o novo ambiente.

No mesmo dia, 1,5 h ap6s a sessdo de treinamento, os camundongos foram
testados para memoria de curto prazo. Nesse procedimento, o animal foi recolocado na caixa,
agora com dois objetos, um objeto familiar e um novo, com formato e cor diferentes. Durante
5 min, os animais foram expostos aos objetos e o tempo de exploracdo de cada um deles foi
registrado (Figura 11). Para analise dos resultados, foi utilizado o indice de reconhecimento,
calculado da seguinte forma: (TB — TA) / TE, no qual TB ¢ o tempo que o animal passou
explorando 0 novo objeto, TA é o tempo gasto explorando o objeto familiar e TE é o tempo
total de exploracdo, sendo a soma do tempo de exploracdo do objeto antigo e do novo. Ao
final de cada sessdo, 0s objetos e o aparato foram higienizados com alcool 70%, a fim de
evitar interferéncias por odores residuais e garantir a padronizacdo das condigdes

experimentais.
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Figura 11 — Representacao esquematica do teste de reconhecimento de objetos

5 min 5 min 5 min
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Sessdo de habituagdo Sessdo de treino Sessdo de teste

Fonte: Elaborado pela autora, adaptado do Biorender (2025).

4.7 Avaliacéo do peso dos animais

Os animais foram pesados no 1°, 7°, 14° e 21° dia do protocolo para acompanhar a
variacdo de peso ao longo do protocolo. A variagédo foi calculada pela diferenga entre o peso

no 21° dia e o0 peso no 1° dia do protocolo experimental.
4.8 Testes neuroquimicos
4.8.1 Eutanasia e coleta de amostras

Apb6s a realizacdo dos testes comportamentais, os camundongos foram
eutanasiados por decapitacdo rapida em uma guilhotina. Reitera-se que a necessidade da
eutanasia por este método e sem uso de anestésico se da pela possibilidade do anestésico,
mesmo que administrado pouco antes do sacrificio do animal, causar efeitos que alteram
caracteristicas e mecanismos celulares, afetando os resultados do presente trabalho, conforme
discute o trabalho de Karmarkar, Bottum e Tischkau (2010).

Os cérebros foram retirados e as amostras cerebrais de hipocampo (HC), cértex
pré-frontal (CPF) e corpo estriado (CE) foram obtidas por dissecacéo e separadas em tubos de
eppendorfs, pesadas e armazenadas em freezer —80 °C para posterior analise laboratorial

neuroquimica.
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4.8.2 Determinacéao de parametros de estresse oxidativo

4.8.2.1 Determinacdo da concentragdo de glutationa reduzida (GSH)

A concentragdo de glutationa reduzida (GSH) foi determinada por método
colorimétrico indireto, baseado na reacdo com o reagente de Ellman, o acido 5,5’ -ditiobis-(2-
nitrobenzoico) (DTNB), que reage com grupos sulfidrila livres, formando o composto 2-nitro-
5-mercaptobenzoato (TNB), de coloragédo amarela. A intensidade da cor gerada foi mensurada
por absorbancia a 412 nm em leitor de microplacas (ELISA), conforme protocolo adaptado de
Sedlak e Lindsay (1968). As amostras foram preparadas a partir de tecidos cerebrais
homogeneizados (10% p/v) em tampdo EDTA 0,02 M. Em seguida, 50 pL do homogenato
foram adicionados a 40 pL de agua destilada e 10 pL de &cido tricloroacético (TCA) 50%, em
eppendorfs. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 5000 rpm por 15 minutos a 4 °C,
e o0 sobrenadante foi coletado para analise.

A quantificacdo foi realizada em placas de 96 pocos, previamente resfriadas em
gelo. Em cada poco, foram adicionados 65,6 puL da amostra (ou branco ou padréo), seguidos
de 131,1 pL de tampédo Tris-HCI 0,4 M com EDTA 0,02 M (pH 8,9) e 3,3 uL da solucédo de
DTNB (0,01 M). A leitura da absorbancia foi feita um minuto apo6s a adicdo do DTNB,
utilizando leitor de ELISA com comprimento de onda ajustado para 412 nm. A curva padrdo
foi construida a partir de solucdo estoque de GSH (1 mg/mL), submetida a diluicGes
sucessivas até a concentracdo minima de 1,56 pug/mL. A concentracdo de GSH nas amostras
foi determinada com base na equacdo da reta da curva-padrao, sendo os resultados expressos
em ug de GSH por grama de tecido (ug/g). Todos os reagentes foram preparados conforme
instrucdes especificas, sendo o TCA e o DTNB preparados no dia do uso. Durante todo o
ensaio, as analises foram realizadas em ambiente controlado, com as amostras mantidas sob

refrigeracdo durante todo o ensaio para garantir a estabilidade dos tiolatos.

4.9 Anélise Estatistica

Os resultados foram analisados através do software GraphPad Prism 8.0.2 (San
Diego, CA, EUA) para Windows. A normalidade de distribuicdo dos dados foi avaliada por
meio do teste de Shapiro-Wilk para determinar se os dados foram paramétricos ou nao
paramétricos. Como todos os resultados foram considerados paramétricos, foram analisados

por meio da analise de variancia de duas vias (ANOVA two-way), seguida pelo teste de Tukey
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como pds-teste. Os dados foram expressos como média + erro padrdo da média (EPM), e as

diferencas foram consideradas estatisticamente significativas quando p < 0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Caracterizagdo do extrato hidroalcoolico de folhas de E. velutina

O extrato mostrou-se como um pé de coloracdo marrom claro, com teor de
umidade em torno de 5% e teor de FT de 30,79 (+ 2,12) mg EAG/g de extrato. A andlise do
extrato por CLAE-DAD permitiu a obtencdo do seu perfil cromatografico, o qual esta exibido
na Figura 12.

Figura 12 — Perfil cromatografico do extrato hidroalcodlico de folhas de E. velutina, obtido
por CLAE-DAD a 278 nm
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5.2 Avaliagéo comportamental

5.2.1 Efeitos da administracéo de EV50 e EV100 no teste de campo aberto

Os animais foram submetidos ao teste de campo aberto para a investigacdo da
atividade locomotora e exploratéria por meio dos pardmetros de crossings, rearings e
groomings. A analise do nimero de crossings (cruzamentos), representada na Figura 13A, por
ANOVA de duas vias revelou efeitos significativos tanto do fator modelo [F (1, 66) = 7,064;
P=0,0099] quanto do fator tratamento [F (2, 66) = 5,462; P=0,0064]. No entanto, nao foi
observada interacdo significativa entre os fatores [F (2, 66) = 0,1982; P=0,8207], indicando
que o efeito do tratamento foi semelhante nos dois modelos analisados. O teste de
comparag6es multiplas de Tukey ndo revelou diferencas estatisticamente significativas entre
0S grupos.

O numero de rearings (exploragdo vertical) foi analisado por ANOVA de duas
vias e revelou interagdo significativa entre os fatores modelo e tratamento [F (2, 65) = 4,960;
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P=0,0099], indicando que o efeito do tratamento variou de acordo com o modelo
experimental. No entanto, ndo foram observados efeitos significativos nem para o fator
modelo [F (1, 65) = 2,011; P=0,1609], nem para o fator tratamento [F (2, 65) = 0,5404;
P=0,5851]. A andlise post hoc pelo teste de comparacBes multiplas de Tukey revelou
diminuigdo significativa no numero de rearings somente no grupo ECI tratado com solugéo
salina 0,9% (ECI+SALINA) em comparacdo ao grupo controle (CONTROLE+SALINA)
(P=0,0328), como demonstrado na Figura 13B.

O numero de groomings (movimento de autolimpeza) foi analisado por ANOVA
de duas vias (Figura 13C) e ndo revelou interacdo significativa entre os fatores modelo e
tratamento [F (2, 64) = 2,317; P=0,1068], nem efeito significativo do fator modelo [F (1, 64)
= 0,597; P=0,4427]. Entretanto, foi observado efeito significativo do fator tratamento [F (2,
64) = 3,930; P=0,0245]. A anélise post hoc pelo teste de comparagdes maltiplas de Tukey
evidenciou aumento significativo no namero de groomings no grupo ECI+EV50 em relacéo
ao grupo ECI+SALINA (P=0,0249).



49

Figura 13 — Efeitos da administracdo de EV50 e EV100 sobre a atividade exploratoria a partir
do numero de crossings, rearings e groomings no teste de campo aberto em animais

submetidos ao modelo animal de depressdo induzida por estresse crénico imprevisivel.
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NUmero de crossings (A), de rearings (B) e de groomings (C) no teste de campo aberto. Os animais foram
submetidos a diferentes eventos estressores por 21 dias e entre os dias 15 e 21 de protocolo, receberam solucéo
salina 0,9% (v.0.), EV50 (50 mg/kg) (v.0) ou EV100 (100 mg/kg) (v.0.). Apds um intervalo de uma hora da
Gltima administracdo, os animais foram submetidos ao teste comportamental. Cada coluna representa a média +
EPM (n = 8-15 animais/grupo). Os dados foram analisados através da ANOVA de duas vias seguido do teste de
Tukey para comparagdes multiplas. Na figura, * P<0,05. AbreviacBGes: ECI — estresse crénico imprevisivel;
SALINA - solucéo salina 0,9%; EV50 — extrato hidroalco6lico de Erythrina velutina 50 mg/kg; EV100 — extrato
hidroalcoo6lico de Erythrina velutina 100 mg/kg.
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5.2.2 Efeitos da administracédo de EV50 e EV100 no comportamento depressivo-simile

Em relacdo ao teste de suspensdo de cauda (Figura 14) a analise de ANOVA de
duas vias revelou interacdo significativa entre os fatores modelo e tratamento [ F (2, 61) =
5,132; P=0,0087]. N&o foram observados efeitos significativos isolados para o fator modelo
[F (1, 61) = 3,587; P=0,0630] nem para o fator tratamento [F (2, 61) = 1,366; P=0,2628]. A
analise post hoc pelo teste de comparagdes mdltiplas de Tukey evidenciou aumento
significativo no tempo de imobilidade no grupo ECI tratado com solucdo salina
(ECI+SALINA) em comparagdo ao grupo controle (CONTROLE+SALINA) (P=0,0049).
Além disso, o tratamento somente com a maior dose no modelo de estresse (ECI+EV100) foi
capaz de reduzir significativamente o tempo de imobilidade em relacdo ao grupo modelo
(ECI+SALINA) (P=0,0377), indicando reversdo do efeito depressor induzido pelo modelo.

Figura 14 — Efeitos da administracdo de EV50 e EV100 sobre o comportamento depressivo-
simile no teste de suspensdo de cauda em animais submetidos ao modelo animal de depressdo

induzida por estresse crénico imprevisivel.
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Tempo de imobilidade em segundos no teste da suspensdo de cauda. Os animais foram submetidos a diferentes
eventos estressores por 21 dias e entre os dias 15 e 21 de protocolo, receberam solucéo salina 0,9% (v.0.), EV50
(50 mg/kg) (v.0) ou EV100 (100 mg/kg) (v.0.). Apds um intervalo de uma hora da Ultima administracdo, os
animais foram submetidos ao teste comportamental. Cada coluna representa a média + EPM (n = 8-15
animais/grupo). Os dados foram analisados através da ANOVA de duas vias seguido do teste de Tukey para
comparagdes maltiplas. Na figura, * P<0,05; ** P<0,01. AbreviacOes: ECI — estresse cronico imprevisivel;
SALINA - solucéo salina 0,9%; EV50 — extrato hidroalcoolico de Erythrina velutina 50 mg/kg; EV100 — extrato
hidroalcoolico de Erythrina velutina 100 mg/kg.
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5.2.3 Efeitos da administracédo de EV50 e EV100 na memdria de trabalho através do teste
de labirinto em Y (Y-Maze)

Para avaliacdo da memoria de trabalho, o teste do labirinto em Y (Figura 15) foi
analisado por ANOVA de duas vias, que evidenciou efeito significativo do fator modelo [F (1,
64) = 7,421; P=0,0083], sem efeito significativo do fator tratamento [F (2, 64) = 3,060;
P=0,0538] nem interacdo entre os fatores [F (2, 64) = 0,659; P=0,5209]. O pos-teste de Tukey
para multiplas comparagdes revelou redugdo significativa no percentual de alterndncias
corretas no grupo tratado com a maior dose (ECI+EV100) em comparacdo ao grupo controle
(CONTROLE+SALINA) (P=0,0186), indicando interferéncia da memdria de trabalho no
grupo tratado com EV100 na presenca do modelo de ECI.

Figura 15 — Efeitos da administracdo de EVV50 e EV100 sobre a memoria de trabalho no teste
de labirinto em Y em animais submetidos ao modelo animal de depressdo induzida por

estresse cronico imprevisivel.
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Percentagem de alternacBes corretas no teste de labirinto em Y. Os animais foram submetidos a diferentes
eventos estressores por 21 dias e entre os dias 15 e 21 de protocolo, receberam solugéo salina 0,9% (v.0.), EV50
(50 mg/kg) (v.0) ou EV100 (100 mg/kg) (v.0.). Apds um intervalo de uma hora da uUltima administracdo, os
animais foram submetidos ao teste comportamental. Cada coluna representa a média + EPM (n = 8-15
animais/grupo). Os dados foram analisados através da ANOVA de duas vias seguido do teste de Tukey para
comparagdes maltiplas. Na figura, * P<0,05. Abreviagdes: ECI — estresse cronico imprevisivel; SALINA —
solucéo salina 0,9%; EV50 — extrato hidroalcodlico de Erythrina velutina 50 mg/kg; EV100 — extrato
hidroalcoolico de Erythrina velutina 100 mg/kg.
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5.2.4 Efeitos da administracdo de EV50 e EV100 mem0ria aversiva de curto prazo no teste
de esquiva passiva

Os dados obtidos na avaliagdo da memoria aversiva de curto prazo no teste de
esquiva passiva (Figura 16) foram analisados por ANOVA de duas vias, que ndo evidenciou
interacdo significativa entre os fatores modelo e tratamento [F (2, 66) = 0,074; P=0,9285],
nem efeito significativo do fator tratamento [F (2, 66) = 0,432; P=0,6513]. Contudo, houve
efeito significativo do fator modelo [F (1, 66) = 14,53; P=0,0003]. O pos-teste de mdaltiplas

comparagOes de Tukey nédo revelou diferencas significativas entre os grupos.

Figura 16 — Efeitos da administracdo de EV50 e EVV100 sobre a memoria aversiva de curto
prazo no teste de esquiva passiva em animais submetidos ao modelo animal de depresséo

induzida por estresse crénico imprevisivel.
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Tempo de laténcia de descida em segundos no teste de esquiva passiva. Os animais foram submetidos a
diferentes eventos estressores por 21 dias e entre os dias 15 e 21 de protocolo, receberam solucgéo salina 0,9%
(v.0.), EV50 (50 mg/kg) (v.0) ou EV100 (100 mg/kg) (v.0.). Apds um intervalo de vinte e quatro horas da Ultima
administracéo, os animais foram submetidos ao teste comportamental. Cada coluna representa a média = EPM (n
= 8-15 animais/grupo). Os dados foram analisados através da ANOVA de duas vias seguido do teste de Tukey
para comparagdes multiplas. AbreviacGes: ECI — estresse cronico imprevisivel; SALINA — solugéo salina 0,9%;
EV50 — extrato hidroalcodlico de Erythrina velutina 50 mg/kg; EV100 — extrato hidroalcoélico de Erythrina
velutina 100 mg/kg.
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5.2.5 Efeitos da administracédo de EV50 e EV100 na memaria de reconhecimento

No teste de reconhecimento de objetos (Figura 17), a analise por ANOVA de duas
vias ndo apresentou efeitos significativos relacionados ao fator modelo [F(1,63) = 1,148;
P=0,2881], tratamento [F(2,63) = 0,292; P=0,7480] ou a interag&o entre eles [F(2,63) = 0,595;
P=0,5544]. Igualmente, o pos-teste de Tukey para mdltiplas comparacGes ndo evidenciou

efeitos significativos entre os grupos estudados.

Figura 17 — Efeitos da administracdo de EV50 e EV100 sobre a memdria de reconhecimento
no teste de reconhecimento de objetos em animais submetidos ao modelo animal de depressao

induzida por estresse croénico imprevisivel.
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indice de reconhecimento no teste de reconhecimento de objetos. Os animais foram submetidos a diferentes
eventos estressores por 21 dias e entre os dias 15 e 21 de protocolo, receberam solucéo salina 0,9% (v.0.), EV50
(50 mg/kg) (v.0) ou EV100 (100 mg/kg) (v.0.). Ap6s um intervalo de vinte e quatro horas da Ultima
administragdo, os animais foram submetidos ao teste comportamental. Cada barra representa a mediana (Min-
Max) da variacdo de peso (n= 8-15 animais/grupo). Os dados foram analisados através da ANOVA de duas vias
seguido do teste de Tukey para comparacBes multiplas. Abreviagdes: ECI — estresse cronico imprevisivel;
SALINA - solugdo salina 0,9%; EV50 — extrato hidroalcodlico de Erythrina velutina 50 mg/kg; EV100 — extrato
hidroalcoolico de Erythrina velutina 100 mg/kg.
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5.3 Efeitos da administracéo de EV50 e EVV100 na variacédo de peso dos animais

A anélise da variacdo de peso (Figura 18) por meio de ANOVA de duas vias
revelou efeito significativo do fator tratamento [F (2, 60) = 23,31; P<0,0001] e da interagéo
entre os fatores modelo e tratamento [F (2, 60) = 3,734; P=0,0296], mas sem efeito
significativo do fator modelo isoladamente [F (1, 60) = 2,332; P=0,1320]. O poés-teste de
Tukey para multiplas comparac@es indicou que o grupo CONTROLE+EV100 apresentou
variacdo significativa, com aumento de peso em relacdo ao grupo controle (P=0,0023). Além
disso, os grupos ECI+EV50 (P=0,0015) e ECI+EV100 (P=0,0007) também apresentaram
aumento significativo na variacao de peso em comparacdo ao grupo CONTROLE+SALINA e

em comparacdo ao grupo do modelo ECI+SALINA (P<0,0001 para ambos).

Figura 18 — Efeitos da administragédo de EVV50 e EVV100 sobre a variagdo de peso em animais

submetidos ao modelo animal de depressao induzida por estresse crénico imprevisivel.
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Variacdo do peso dos animais (g) ao longo do protocolo. Os animais foram submetidos a diferentes eventos
estressores por 21 dias e entre os dias 15 e 21 de protocolo, receberam solugédo salina 0,9% (v.0.), EV50 (50
mg/kg) (v.0) ou EV100 (100 mg/kg) (v.0.). Os animais foram pesados nos dias 1 e 21 do protocolo e foi
calculada a diferencga entre os pesos obtidos. Cada barra representa a mediana (Min-Max) da variacdo de peso
(n= 8-15 animais/grupo). Os dados foram analisados através da ANOVA de duas vias seguido do teste de Tukey
para compara¢des multiplas. Na figura, ** P<0,01; *** P<0,001; **** P<0,0001. Abreviacdes: ECI — estresse
cronico imprevisivel; SALINA — solugdo salina 0,9%; EV50 — extrato hidroalcodlico de Erythrina velutina 50
mg/kg; EV100 — extrato hidroalcodlico de Erythrina velutina 100 mg/kg.
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5.4 Avaliacdo neuroquimica

5.4.1 Efeitos da administracéo de EV50 e EV100 sobre parametros de glutationa reduzida
(GSH)

A analise dos niveis de glutationa reduzida (GSH) em ug/g de tecido no cértex
pré-frontal (CPF), representada na Figura 19A, demonstrou que o fator tratamento apresentou
efeito significativo [F (2, 60) = 10,46; P=0,0001], enquanto os fatores modelo e a interacéo
entre os fatores ndo mostraram diferencas estatisticamente significativas. O pos-teste de
Tukey revelou diferencas significativas entre os grupos CONTROLE+EV100 e
CONTROLE+EV50 (P=0,0334). Ndo foram observadas diferencas significativas entre os
grupos submetidos ao protocolo de estresse (ECI).

A andlise dos niveis de glutationa reduzida (GSH) em ug/g de tecido no
hipocampo (HC), representada na Figura 19B, demonstrou que tanto o fator tratamento [F (2,
58) = 5,678; P=0,0056], quanto o fator modelo [F (1, 58) = 9,011; P=0,0040], assim como a
interacdo entre os fatores [F (2, 58) = 4,320; P=0,0178] apresentaram efeitos estatisticamente
significativos. O pos-teste de Tukey revelou diferengas significativas entre 0s grupos
CONTROLE+EV100 e CONTROLE+EV50 (P=0,0005) e CONTROLE+EV100 e
ECI+EV100 (P=0,0003).

A andlise dos niveis de glutationa reduzida (GSH) em pg/g de tecido no corpo
estriado (CE), representada na Figura 19C, demonstrou que a interacdo entre os fatores
tratamento e modelo apresentou efeito estatisticamente significativo [F (2, 61) = 9,947;
P=0,0002]. Entretanto, os fatores modelo [F (1, 61) = 1,867; P=0,1768] e tratamento [F (2,
61) = 0,599; P=0,5527] isoladamente ndo mostraram efeitos significativos. Esses resultados
indicam que o impacto do tratamento nos niveis de GSH no corpo estriado depende do
modelo experimental adotado, sugerindo uma modulagdo combinada do estresse e do
tratamento sobre a capacidade antioxidante nesta regido cerebral. O pds-teste de Tukey
revelou diferencas significativas entre os grupos CONTROLE+EV100 e CONTROLE+EV50
(P=0,0024) e CONTROLE+EV100 e ECI+EV100 (P=0,0004).
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Figura 19 — Efeitos da administracdo de EV50 e EV100 sobre os niveis de glutationa
reduzida nas areas cerebrais de cortex pre-frontal, hipocampo e corpo estriado de
camundongos submetidos ao modelo animal de depressdo induzida por estresse cronico

imprevisivel.
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Niveis de glutationa reduzida (GSH) do cdrtex pré-frontal (A), hipocampo (B) e corpo estriado (C). Os animais
foram submetidos a diferentes eventos estressores por 21 dias e entre os dias 15 e 21 de protocolo, receberam
solugdo salina 0,9% (v.0.), EV50 (50 mg/kg) (v.0) ou EV100 (100 mg/kg) (v.0.). Apds um intervalo de vinte e
quatro horas da Ultima administragdo, as amostras foram coletadas. Cada coluna representa a média £ EPM (n =
8-15 animais/grupo). Os dados foram analisados através da ANOVA de duas vias seguido do teste de Tukey para
comparacdes maltiplas. Na figura, ** P<0,01; *** P<0,001. Abreviagdes: ECI — estresse crénico imprevisivel;
SALINA - solucdo salina 0,9%; EV50 — extrato hidroalcodlico de Erythrina velutina 50 mg/kg; EV100 — extrato
hidroalcoodlico de Erythrina velutina 100 mg/kg.
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6 DISCUSSAO

O presente estudo investigou os efeitos do extrato hidroalcodlico de Erythrina
velutina em camundongos machos submetidos ao modelo de estresse cronico imprevisivel
(ECI), avaliando pardmetros de comportamento, memoria, variacdo de peso e defesas
antioxidantes. Embora esta espécie ja tenha sido associada a propriedades ansioliticas e
moduladoras do sistema nervoso central, até 0 momento, seu impacto direto sobre a cognicao
em um contexto de estresse crénico ainda néo havia sido avaliado.

O teste de campo aberto € amplamente utilizado para avaliar a atividade
locomotora e comportamento exploratério em roedores, cuja reducdo nos parametros de
crossings, rearings e groomings podem refletir apatia ou alteracbes emocionais compativeis
com quadros depressivos. Além disso, o teste permite identificar efeitos colaterais de
intervencOes farmacoldgicas, diferenciando efeitos especificos, como o efeito antidepressivo
estudado, ou de respostas inespecificas, como sedacdo ou hiperatividade (Choleris et al.,
2001).

No presente estudo, o ndmero de cruzamentos (crossings), utilizado como
indicador da atividade locomotora geral dos animais, ndo foi alterado entre 0s grupos
estudados, 0 que sugere que nao houve comprometimento da locomocdo espontanea e nem
efeito estimulante, indicando a preservacdo da mobilidade espontdnea dos animais e
validando os demais parametros estudados (Choleris et al., 2001; Sestakova et al., 2013).

O comportamento de rearing (levantamentos), que consiste na elevacdo vertical
do animal, é considerado um importante comportamento exploratério, particularmente em
novos ambientes. Ao aumentar a altura do solo, acredita-se que o rearing facilita o
processamento de pistas ambientais distantes, como visuais e olfativas, que sao
particularmente importantes para orientar dire¢cdo e mapeamento espacial (Shan et al., 2025).
Neste estudo, esse dado mostrou-se reduzido em animais submetidos ao ECI em relagcdo ao
grupo controle, corroborando esse achado, estudos descrevem o rearing como um parametro
sensivel a estados de estresse e ansiedade, sendo inversamente correlacionado a sinais de
apatia e, além disso, tem sido associado a alteragdes morfoldgicas no hipocampo (Sturman;
Germain; Bohacek, 2018). Dessa forma, a diminuigdo observada é consistente com descri¢des
da literatura para modelos de depressao, refletindo menor motivacao e atividade exploratéria
(Sturman; Germain; Bohacek, 2018; Wang et al., 2017).

O grooming, por sua vez, € um comportamento de autolimpeza inato regulado por

diferentes neurotransmissores, hormonios e regides cerebrais, sendo sensivel a psicofarmacos
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e frequentemente utilizado como marcador de estresse, ansiedade e depressdo, pois alteracdes
nesse comportamento podem refletir disturbios emocionais em roedores (Kalueff; Tuohimaa,
2004; Smolinsky et al., 2009). Nesta pesquisa, observamos um aumento significativo no
grooming em animais tratados com EV50 submetidos ao ECI em comparagdo ao grupo
modelo (ECI+SALINA), efeito ndo reproduzido na dose de 100 mg/kg. Esse achado sugere
gue o extrato pode modular esse comportamento em situacdes de estresse, possivelmente por
mecanismos relacionados ao sistema dopaminérgico do corpo estriado, em especial no nucleo
accumbens, ja que estas vias estdo diretamente envolvidas na regulacéo do grooming (Kalueff
et al., 2016). Curiosamente, Dias et al. (2019) relataram aumento do grooming em animais
saudaveis tratados com extrato etandlico de E. velutina (200 mg/kg), mas ndao observaram o
mesmo efeito em um modelo de esquizofrenia induzido por cetamina.

Os achados no teste de campo aberto reforcam a hip6tese de que os efeitos da E.
velutina possuem perfil dose-dependente e podem variar de acordo com 0 contexto
experimental e 0 método de extracdo empregado. Além disso, ndo foram observados sinais de
atividade depressora do SNC, um dado relevante, pois estudos anteriores reportaram que
doses mais elevadas (200 a 800 mg/kg) do extrato reduzem de forma acentuada a atividade
locomotora, o rearing e 0 grooming em animais saudaveis, com efeitos sedativos semelhantes
aos benzodiazepinicos (Dantas et al., 2004; Vasconcelos et al., 2004). Assim, a utilizacdo de
doses mais baixas, como neste estudo, justifica-se pela busca de potenciais efeitos
antidepressivos, minimizando a influéncia de um perfil sedativo ja descrito em concentragdes
mais altas.

A depressdo € um transtorno multifatorial, fortemente associada a exposicdo a
eventos estressantes, 0 que contribui para sua ocorréncia, gravidade e recorréncia (lob;
Kirschbaum; Steptoe, 2020). O estresse cronico promove a disfuncdo do eixo HHA, um dos
principais mecanismos envolvidos na resposta fisioldgica ao estresse e associado ao

desenvolvimento de alteracbes comportamentais e distarbios neuropsicolégicos como a
depressao (Lee et al., 2022). Para investigar essa relacao, utilizou-se o modelo de ECI como
protocolo de estudo, que consiste na exposi¢ao dos animais a estressores leves e aleatorios,
resultando em alteracBes comportamentais, como anedonia e apatia, além de disfuncdes

neuroenddcrinas semelhantes as observadas na depressao. Assim, o ECI é uma ferramenta

valida para o estudo da fisiopatologia e de novas abordagens terapéuticas (Nollet et al., 2021).

O teste de suspensao de cauda (TSC), amplamente empregado para a avaliacao de

substancias com potencial efeito antidepressivo, expde o0 animal a uma situacéo de estresse

inescapavel, na qual o tempo de imobilidade é interpretado como um indicativo de desisténcia
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comportamental associada a depressdo (Cryan; Mombereau; Cedric, 2005; Steru et al., 1985).
Neste estudo, o TSC confirmou a efetividade do modelo, uma vez que os animais submetidos
ao ECI apresentaram aumento significativo no tempo de imobilidade em relacdo ao grupo
controle, em concordancia com estudos prévios (Sousa et al., 2022; Zhu et al., 2014).

De forma relevante, o tratamento com EV100 reverteu significativamente o
aumento da imobilidade induzido pelo ECI, resultado que sugere um efeito antidepressivo do
extrato nesta dose. Esse achado é particularmente importante visto que evidencia um potencial
terapéutico ainda pouco descrito para a espécie, em especial quando avaliado em um modelo
validado de depressdo. Estudos anteriores, como os de Ribeiro et al. (2006) e Dantas et al.
(2004), nao relataram efeitos consistentes do extrato de E. velutina em testes como o TSC e
nado forcado. No entanto, varias diferencas metodologicas relevantes podem justificar a
divergéncia, enquanto no presente estudo foi utilizado extrato hidroalco6lico administrado por
via oral em animais submetidos ao modelo de ECI, os trabalhos mencionados empregaram
extratos aquosos, diferentes vias de administracdo (intraperitoneal) e animais saudaveis, sem
inducdo de estresse cronico. Essas distin¢des ressaltam a importancia de considerar o tipo de
extrato, a via e 0 contexto experimental na interpretacdo dos efeitos da planta.

De fato, a composicdo fitoquimica de extratos do género Erythrina varia
significativamente conforme o método de extracdo, o que resulta em atividades bioldgicas
diferentes. Estudos comparativos demonstram que solventes como etanol, metanol e agua
influenciam tanto o contedo de metabdlitos como o espectro de compostos com potencial
farmacoldgico, incluindo flavonoides (Silva et al., 2016). Quanto & E. velutina, existem cerca
de 244 compostos quimicos isolados, com predominancia de alcaloides e flavonoides,
reforcando o papel dessas classes quimicas na atividade ansiolitica, anticonvulsivante e
neuroprotetora da espécie (Adetunji et al., 2024). Esses achados reforcam a importancia de
padronizar a preparagdo dos extratos para assegurar maior capacidade de comparacdo e
interpretacdo de resultados farmacolégicos.

A disfuncdo cognitiva, especialmente os déficits de memdria e fungbes executivas,
constitui um dos aspectos mais persistentes e incapacitantes da depressdo, permanecendo
mesmo apos a remissdo dos sintomas afetivos (Lam et al., 2014). Esses prejuizos estdo entre
as principais queixas dos pacientes, por dificultarem a vida social e profissional e aumentarem
o risco de recaidas, o que reforca a importancia de estratégias terapéuticas que também
considerem a funcgéo cognitiva (Rock et al., 2014). Nesse sentido, a investigacdo de plantas
medicinais que apresentem efeito antidepressivo sem prejuizo da cognicdo torna-se de

extrema relevancia. A E. velutina ja demonstrou efeitos ansioliticos e moduladores do sistema
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nervoso central tanto com o extrato da casca do caule (Raupp et al., 2008) quanto com o
extrato das folhas (Teixeira-Silva et al., 2008). No entanto, os estudos sobre seu impacto
direto na cognicdo, especialmente em modelos de depressdo, permanecem escassos,
evidenciando a importancia da avaliagdo de parametros de cognigéo nesta pesquisa.

O labirinto em Y é uma ferramenta essencial para triagem comportamental de
diversos modelos animais, pois avalia a tendéncia natural em alternar entre os bracos do
labirinto como forma de exploracdo, além de ser menos propensa a induzir estresse e medo
(Kim et al., 2023; Sarter, Bodewitz e Stephens, 1988). Neste trabalho, os animais do grupo
ECI ndo apresentaram prejuizo neste teste. No entanto, a administracdo de EV100 em
camundongos submetidos ao ECI foi associada a um desempenho inferior, indicando possivel
comprometimento da memoria de trabalho. Esse resultado sugere que o extrato pode interferir
em processos cognitivos, hipdtese reforcada por estudos prévios com a espécie (Dantas et al.,
2004; Raupp et al., 2008; Teixeira-Silva et al., 2008).

A memoria emocional, no caso a memoria aversiva, pode estar comprometida na
depressdo. Além disso, o estresse favorece respostas automaticas em detrimento de decisfes
conscientes, intensificando a evitacdo a estimulos aversivos e prejudicando a tomada de
decisdo, especialmente em pessoas deprimidas (Sebold et al., 2019). O teste de esquiva
passiva avalia a capacidade do animal de inibir um comportamento instintivo, como descer de
uma plataforma, para evitar uma consequéncia aversiva. O aumento no tempo de descida
reflete a retencdo dessa memoria, refletindo processos de aprendizagem dependentes do
hipocampo (Ogren; Stiedl, 2015). Neste teste, ndo foram identificadas diferencas
significativas entre 0s grupos, sugerindo que o protocolo de estresse cronico empregado nédo
comprometeu a memdaria emocional nas condi¢des estudadas. Embora estudos semelhantes
relatem prejuizos (Joéls et al., 2017), a literatura indica que os deficits cognitivos associados
ao estresse cronico variam conforme a intensidade, a duracdo e a natureza do estressor
(Conrad, 2010).

A memoria de reconhecimento é comprometida na depressdo (Watts; Morris;
Macleod, 1987) e estd relacionada a identificacdo de estimulos familiares em relacdo aos
novos e envolve estruturas do lobo temporal medial, como os cortices perirrinal, entorrinal e 0
hipocampo. No teste de reconhecimento de objetos, é avaliado o tempo de exploragdo de um
objeto novo em comparacao com um previamente apresentado e uma baixa exploracdo sugere
déficit de memoria ou amostragem insuficiente (Cohen; Stackman, 2015). Neste estudo, 0
teste ndo revelou diferencas significativas entre os grupos, indicando que o modelo de ECI

ndo induziu déficits perceptiveis na memdria de reconhecimento, e que o extrato nas duas
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doses também ndo interferiu nesse parametro.

Os achados obtidos sugerem que as doses do extrato hidroalcodlico de E. velutina
(50 e 100 mg/kg), ndo exerceram efeitos protetores consistentes sobre as funcGes de memoria
estudadas. O pior desempenho no labirinto em Y corrobora com os achados de Dantas et al.
(2004), Raupp et al. (2008) e Teixeira-Silva et al. (2008), que também observaram efeitos
inibitérios, sugerindo uma possivel acdo central do extrato sobre circuitos associados a
memoria. E importante destacar que esses estudos foram conduzidos em animais saudaveis,
ou seja, ndo utilizaram modelos experimentais com indugdo de fenétipo depressivo-simile ou
ansiolitico-simile, o que limita comparagdes diretas com o presente estudo. Ainda, Dantas et
al. (2004) sugerem que essa interferéncia pode estar relacionada a acdo do extrato sobre o
hipocampo e regides corticais associadas, como o cortex entorrinal.

Em contraste, Rodrigues et al. (2017) observaram efeitos neuroprotetores contra
déficits cognitivos em um modelo de isquemia, com doses mais altas (200 a 400 mg/kg), por
meio da modulacdo negativa da neurotransmissdo glutamatérgica via receptores NMDA.
Esses dados reforcam que os efeitos do extrato sobre a cogni¢do ndo sdo uniformes, variando
conforme o contexto neurobiol6gico, modelo experimental e a dose utilizada.

Em conjunto, os resultados indicam que, nas condigdes aqui adotadas, o modelo
de ECI ndo produziu déficits consistentes de memoria, e o extrato de E. velutina também nao
exerceu efeito protetor, mas tampouco causou prejuizos cognitivos de forma consistente. Essa
auséncia de alteracBes pode estar relacionada tanto as caracteristicas do extrato quanto ao
protocolo experimental utilizado. Conrad (2010) ressalta que protocolos mais curtos ou
moderados podem ndo induzir déficits robustos, enquanto periodos mais longos de exposicao
tendem a gerar alteracGes mais consistentes, sobretudo em tarefas dependentes do hipocampo,
reforcando a necessidade de estudos futuros com variacGes de duracdo e intensidade do
estresse. Vale ressaltar que, diferentemente do que ocorre com diversos antidepressivos de uso
clinico, em especial os triciclicos e a paroxetina, frequentemente associados a prejuizos
cognitivos e efeitos sedativos decorrentes de suas propriedades anticolinérgicas e anti-
histaminicas (Reimers; Odin; Ljung, 2025), o extrato de E. velutina, no protocolo
experimental utilizado, ndo comprometeu de forma consistente os pard@metros de memoria.

Tendo em vista que a depressdo e os modelos de estresse crbnico nao se
restringem a alteracdes comportamentais, mas englobam também aspectos metabolicos e
neuroenddcrinos, torna-se relevante analisar parametros fisiologicos adicionais, como 0 peso
corporal. De fato, a varia¢do de peso é reconhecida como um marcador sensivel de disfuncdes

metabolicas associadas a ativagdo do eixo HHA em modelos de depressao (Willner, 2017).
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Nesta pesquisa, a variacdo de peso corporal ndo foi alterada pelo modelo ECI em relacdo ao
grupo controle. No entanto, o tratamento com o extrato de E. velutina promoveu aumento
ponderal em diferentes condi¢fes. Entre os grupos controle, EV50 resultou em maior ganho
de peso. J& nos animais submetidos ao ECI, EV100 elevou significativamente o ganho em
relacdo aos demais grupos. Vale destacar que, como o ECI ndo reduziu o peso dos animais,
logo, o efeito relatado ndo se trata de reversao de um déficit, mas de um aumento associado ao
extrato.

Embora ndo existam, até 0 momento, estudos avaliando especificamente os efeitos
de E. velutina sobre parametros metabdlicos, trabalhos com outras espécies do género
Erythrina apontam que podem modular tais parametros. Extratos de E. lysistemon e E.
variegata ja foram associados a alteracdes no perfil lipidico, glicémico e na reducdo de
gordura corporal em modelos animais, enquanto E. fusca ndo apresentou efeitos consistentes
sobre o peso (Balamurugan; Shantha, 2010; Nhung; Quoc, 2023; Njamen et al., 2007). Em
conjunto, esses achados indicam que espécies do género Erythrina podem modular parametros
metabdlicos, o que reforca, a partir dos resultados deste estudo, a necessidade de investigar
com maior profundidade os potenciais efeitos de E. velutina, considerando sua diversidade
fitoquimica e o potencial biol6gico ja descrito na literatura.

O estresse oxidativo tem sido apontado como um dos principais mecanismos
envolvidos na fisiopatologia da depresséo, associado a reducdo das defesas antioxidantes e ao
aumento de danos oxidativos a lipidios, proteinas e DNA (Maes et al., 2011). Nesse contexto,
compostos naturais com potencial antioxidante vém sendo amplamente investigados como
candidatos terapéuticos. A E. velutina apresenta em sua composicdo flavonoides e outros
compostos fendlicos com propriedades antioxidantes ja descritas pelo nosso grupo de
pesquisa (Dias et al., 2019; Silva et al., 2016).

A glutationa reduzida (GSH) é o principal antioxidante endégeno do SNC,
atuando como regulador do estado redox e protetor contra danos oxidativos induzidos por
estresse, além de desempenhar papéis importantes na manutencdo das funcdes fisiologicas de
todas as células in vivo (Aoyama, 2021). Evidéncias crescentes indicam que o estresse crénico
reduz os niveis de GSH, favorecendo a vulnerabilidade do cérebro ao dano oxidativo (Bhatt;
Nagappa; Patil, 2020). Nesse sentido, a avaliagcdo dos niveis de GSH fornece um marcador
relevante da resposta antioxidante em modelos de depressao.

No presente estudo, os niveis de GSH apresentaram padrdo semelhante nas trés
regides cerebrais analisadas. Foi observado que a dose de 100 mg/kg em animais saudaveis
esteve associada a menores niveis de GSH quando comparada a dose de 50 mg/kg nas trés
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areas, sugerindo que doses mais altas podem nao favorecer a manutencdo do equilibrio redox.
Entretanto, no hipocampo e no corpo estriado, 0s animais submetidos ao ECI tratados com
EV100 apresentaram niveis mais elevados de GSH em comparacao aqueles tratados com a
mesma dose em condi¢do basal. Esse achado sugere que a presenca do estresse pode ter
modulado a resposta antioxidante ao extrato, de forma a favorecer a manutencéo relativa da
homeostase redox em regides criticas para a regulacdo emocional e cognitiva.

A literatura apoia a relevancia da avaliacdo por areas cerebrais de GSH em
modelos de estresse cronico. Ahmad et al. (2010) demonstraram que O estresse cronico
imprevisivel reduz significativamente os niveis de GSH no cortex pré-frontal, hipocampo e
corpo estriado, acompanhado de aumento da peroxidacdo lipidica e reducdo de enzimas
antioxidantes como SOD e catalase, evidenciando uma vulnerabilidade particular dessas
regides a sobrecarga oxidativa. De forma complementar, nossos resultados sugerem que,
embora E. velutina ndo tenha elevado os niveis de GSH, a modulacdo observada em animais
estressados tratados com EV100 pode indicar uma interacdo entre o estado de animais sob
estresse ou nao e a acdo do extrato.

Ainda que os efeitos observados tenham sido limitados nas doses utilizadas,
estudos anteriores ja demonstraram propriedades antioxidantes de E. velutina. Silva et al.
(2016) identificaram compostos fendlicos bioativos no extrato etandlico, como hesperetina,
sigmoidina C e 4&cido rizGnico, com atividade antioxidante e neuroprotetora in vitro.
Complementando esses achados, Dias et al. (2019) relataram que o extrato padronizado
restaurou niveis de GSH no cértex pre-frontal e no corpo estriado ap6s uma deplecéo induzida
por cetamina, além de inibir a peroxidacdo lipidica em diferentes regiGes, em um efeito dose-
dependente associado aos flavonoides. Cabe ressaltar que, esses achados foram obtidos em
um modelo de esquizofrenia, cujo fendtipo difere daquele avaliado no presente estudo.

Além disso, evidéncias farmacoldgicas sugerem que os efeitos centrais de E.
velutina resultam da interacdo com multiplos alvos moleculares. Carvalho et al. (2009)
relataram participacéo de receptores muscarinicos e GABA-A para 0 extrato aquoso, enquanto
Rodrigues et al. (2017) demonstraram efeito neuroprotetor do extrato etandlico frente a
excitotoxicidade glutamatérgica. Essa diversidade de mecanismos pode contribuir para a
variabilidade de efeitos observados conforme dose, modelo experimental e parametro
avaliado.

Em conjunto, nossos achados indicam que o extrato hidroalcodlico de E. velutina
ndo promoveu aumento nos niveis de GSH, apresentando varia¢des que parecem depender do

estado de estresse dos animais. Dessa forma, nossos resultados reforcam a relevancia de
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estudos futuros que explorem diferentes doses, protocolos e condi¢des experimentais, visando
esclarecer o real impacto de E. velutina sobre o equilibrio redox.

Por fim, trata-se do primeiro estudo a investigar os efeitos relacionados & memdria
e cognicdo de E. velutina em camundongos machos submetidos ao modelo de estresse cronico
imprevisivel, contribuindo de forma inédita para a compreensdo do potencial terapéutico da
espécie. Os resultados reforcam a necessidade de investigacdes futuras que avaliem diferentes
doses, protocolos experimentais, métodos de extracdo e a caracterizacdo fitoquimica
detalhada do extrato, de modo a elucidar melhor seus mecanismos de acdo e aplicagoes frente

a disturbios associados ao estresse cronico.

6.1 Limitacdes

Apesar dos resultados relevantes obtidos, este estudo apresenta algumas
limitacBes que devem ser consideradas. O numero reduzido de animais por grupo pode ter
limitado a deteccdo de efeitos mais sutis nos parametros avaliados. Alem disso, a auséncia de
um grupo tratado com antidepressivo de referéncia, como a desvenlafaxina, restringiu
comparacdes diretas com tratamentos farmacoldgicos bem consolidados. No que se refere ao
estresse oxidativo, foi avaliada apenas a glutationa reduzida (GSH) como marcador do
sistema antioxidante, ndo tendo sido incluidos outros parametros complementares, como a
atividade enzimatica (superdxido dismutase, catalase) ou indices de peroxidacdo lipidica
(malondialdeido) por limitagcbes metodoldgicas. Essa limitacdo reduziu a possibilidade de
uma caracteriza¢do mais abrangente dos mecanismos envolvidos.

Vale destacar também a auséncia de caracterizacdo fitoquimica do extrato
utilizado. Embora saibamos que E. velutina possui diversos fitoquimicos como alcaloides e
flavonoides com potencial no SNC, nédo foi realizada a analise detalhada dos constituintes
presentes neste extrato hidroalcoolico especifico, impedindo a correlacdo direta entre o0s
efeitos observados e 0s compostos bioativos especificos. Ressalta-se que a caracterizacao
futura permitird ndo apenas a padronizacdo do extrato, mas também a identificacdo de
marcadores quimicos para estudos subsequentes, aspecto essencial para a validacdo

farmacoldgica desta espécie.

6.2 Perspectivas futuras

Considerando os resultados obtidos, algumas perspectivas se destacam para o
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aprofundamento desta linha de pesquisa. Estudos futuros devem incluir a caracterizacdo
fitoquimica detalhada do extrato, visando identificar os compostos responsaveis pelos efeitos
observados. A investigacdo de outras doses e esquemas de tratamento poderd esclarecer
melhor o perfil dose-dependente do extrato, especialmente no contexto de efeitos
comportamentais e metabolicos. Além disso, a ampliacdo das analises neuroguimicas,
incluindo marcadores de neuroplasticidade (como o BDNF) e de inflamacdo, intimamente
relacionados ao estresse oxidativo, podera contribuir de forma decisiva para a elucidacdo dos

mecanismos de acéao.
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7 CONCLUSAO

Em conclusdo, o modelo de estresse cronico imprevisivel induziu alteracGes
compativeis com um fendtipo depressivo-simile, evidenciadas pela reducéo do rearing e pelo
aumento da imobilidade no teste de suspensdao de cauda. O tratamento com o0 extrato
hidroalcoolico de Erythrina velutina apresentou efeitos variados conforme a dose e o contexto
experimental, com a maior dose estudada sugerindo possivel efeito antidepressivo. Por outro
lado, somente quando associada ao modelo de estresse, essa mesma dose esteve relacionada a
desempenho inferior na memoria de trabalho, mas sem comprometer de forma consistente
outros parametros cognitivos avaliados. Adicionalmente, o extrato promoveu aumento
ponderal e ndo reduziu os niveis de GSH em comparacdo ao grupo controle, o que sugere
auséncia de efeitos deletérios sobre o equilibrio redox. Esses achados, embora iniciais,
indicam que o extrato ndo compromete a homeostase redox e pode interagir com vias

metabdlicas e oxidativas relevantes na fisiopatologia da depressao.
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