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LIMA G. Avaliacao comportamental de ratas wistar tratadas com o extrato do cajueiro
roxo (Anacardium occidentale Linn.) durante o periodo de gestacao e lactacao. 2020. 44f.
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Campina Grande, Cuité, 2020.

RESUMO

Mesmo com crescente uso e a auséncia de estudos que comprovem a eficicia das plantas
medicinais, a populacdo no geral faz o uso dessas plantas apenas com os conhecimentos
empiricos. O uso das plantas medicinais entre o publico feminino vem crescendo nos ultimos
anos, principalmente durante o periodo gestacional, com o intuito de amenizar os sintomas
advindos da prépria gestacdo, que incluem nduseas, vOmitos, azia e constipagdo intestinal,
entre outros. Anacardium occidentale (Anacardiaceae) € uma espécie arbérea usada em
diversos paises de clima tropical para tratar varias doencas, incluido infec¢Oes bacterianas,
inflamacdo, dlceras e queimaduras. Apesar do enorme potencial farmacoldgico, sdo escassas
as informacgdes cientificas a respeito da seguranca de uso e dos efeitos maternos da sua
exposicao durante os periodos de gestacdo e lactagdo. Portanto, o objetivo deste estudo foi a
avaliacdo comportamental ratas wistar tratadas com extrato de A. ocidentale durante o periodo
de gestacdo e lactacdo. Foram utilizadas ratas fémeas primiparas, da linhagem wistar, com
idade entre 90 e 120 dias, e peso de 200 + 50g, provenientes do Laboratério de Nutrigdo
Experimental (LANEX) do Centro de Educagdo e Saide (CES), da UFCG, campus
Cuité/Paraiba. As ratas foram acasaladas por 24 horas, sendo uma fémea para cada macho,
durante sete dias. Apds a confirmagcdo da prenhez, as ratas gestantes foram alojadas em
gaiolas-maternidade individuais, divididas aleatoriamente em dois grupos: Grupo
CONTROLE (n=9) que recebeu dgua destilada por gavagem; e grupo EXTRATO (n=9), que
recebeu a dose de 100mg/kg/dia do extrato hidroalcoolicodeAnacardium occidentale, por
meio de gavagem do primeiro dia de gestacdo até o final da lactacdo. Realizou-se os seguintes
testes comportamentais para analise de ansiedade: Campo Aberto, Labirinto em Cruz Elevado
e Caixa Claro/Escuro. Os resultados deste estudo indicam, pela primeira vez, que a
administracao do extrato hidroalcéolico da folha do cajueiro roxo (A. occidentale), durante os
periodos de gestacdo e lactagdo, na dose de 100 mg/kg/dia, afetou o comportamento dos
animais, demonstrando efeito ansiogénico, sugerindo efeito toxico apds exposi¢ao ao extrato,
durante o periodo de gestacdo e lactacdo. Contudo, estudos adicionais devem ser realizados,
para maior conhecimento sobre o impacto do extrato e dos fitoconstituintes dessa espécie no
organismo materno.

Palavras-chaves: Plantas medicinais. Ansiedade. Toxicidade.



ABSTRACT

Even with increasing use and the absence of studies that prove the effectiveness of medicinal
plants, the population in general uses these plants only with empirical knowledge. The use of
medicinal plants among the female public has been growing in recent years, mainly during the
gestational period, in order to alleviate the symptoms arising from the pregnancy itself, which
include nausea, vomiting, heartburn and intestinal constipation, among others. Anacardium
occidentale (Anacardiaceae) is a tree species used in several tropical countries to treat various
diseases, including bacterial infections, inflammation, ulcers and burns. Despite the enormous
pharmacological potential, scientific information is scarce regarding the safety of use and the
maternal effects of its exposure during periods of pregnancy and lactation. Therefore, the aim
of this study was the behavioral assessment of Wistar rats treated with A. ocidentale extract
during the period of pregnancy and lactation. Primiparous female rats of the wistar lineage,
aged between 90 and 120 days, and weighing 200 + 50g, from the Experimental Nutrition
Laboratory (LANEX) of the Education and Health Center (CES), UFCG, campus Cuité /
Paraiba. The rats were mated for 24 hours, with one female for each male, for seven days.
After confirmation of pregnancy, the pregnant rats were housed in individual maternity cages,
randomly divided into two groups: CONTROL group (n = 9) that received distilled water by
gavage; and EXTRACT group (n = 9), which received a dose of 100mg / kg / day of the
hydroalcoholic extract of Anacardium occidentale, by gavage from the first day of pregnancy
until the end of lactation. The following behavioral tests were performed for anxiety analysis:
Open Field, Elevated Cross Maze and Light / Dark Box. The results of this study indicate, for
the first time, that the administration of the hydroalcoholic extract of the leaf of the purple
cashew tree (A. occidentale), during the gestation and lactation periods, at the dose of 100 mg
/ kg / day, affected the animals' behavior , demonstrating an anxiogenic effect, suggesting a
toxic effect after exposure to the extract, during the period of pregnancy and lactation.
However, additional studies should be carried out, in order to better understand the impact of
the extract and phytochemicals of this species on the maternal organism.

Keywords: Medicinal plants. Anxiety. Toxicity.
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1 INTRODUCAO

A Organizacdo Mundial da Saide (OMS) define planta medicinal como sendo “todo e
qualquer vegetal que possui, em um ou mais Orgdos, substancias que podem ser utilizadas
com fins terapéuticos ou que sejam precursores de farmacos semi-sintéticos” (VEIGA
JUNIOR; PINTO; MACIEL, 2005). As pesquisas feitas com plantas medicinais, a partir do
uso tradicional pelas comunidades t€ém impulsionado cada vez mais a utilizagdo destas nos
estudos atuais, uma vez na qual o conhecimento popular € de fundamental importancia para a

pesquisa cientifica (BRASILEIRO, et al., 2008).

A fitoterapia, segundo Branddo (2015), € uma forma de tratamento simples e natural
que busca-se tratar ou prevenir doengas a partir da preparagdo de vegetais ou aos principios
ativos que deles possam ser extraidos, medicamento obtido exclusivamente de derivados de
drogas vegetais sendo caracterizado pelo conhecimento da eficdcia e dos riscos de seu uso,
como a reprodug¢do da sua qualidade (RODRIGUES, 2000). Essas plantas medicinais
possuem compostos capazes de amenizar e auxiliar no tratamento da ansiedade,
principalmente o estresse, a taquicardia, o nervosismo e o mal estar psicolégico geral.
Fisiologicamente, a ansiedade, depressdo, estresse estdo associados a diminui¢do de
serotonina € ao aumento do cortisol, havendo também predisposicdo e fatores ambientais

(BORTOLUZZI; SCHMITT; MAZUR, 2020).

No Brasil, os quadros de transtornos de ansiedade encontram-se entre oS mais
prevalentes diagndsticos psiquidtricos, sendo pessoas do sexo feminino, as mais afetadas.
Com isso, buscar alternativas complementares tornou-se uma necessidade clinica e o uso de
plantas medicinais pode auxiliar na reducd@o dos sintomas da ansiedade, j4 sendo comprovada
a reducdo destes com a utilizacdo da Passiflora edulis (maracujd) e a Melissa officinalis L.
(erva cidreira), espécies vegetais que obtém maior destaque quanto as propriedades

ansioliticas (BORTOLUZZI; SCHMITT; MAZUR, 2020).

O uso de plantas medicinais entre o publico feminino tem aumentado nos udltimos
anos, estas acreditavam que o uso de produtos naturais pode ser eficaz, com a hip6tese de que
o natural € seguro, principalmente durante o periodo gestacional, existindo uma preocupacao

com a sadde e o futuro da crianca (GALLO & KOREN, 2001; HOLST et al., 2009).

Apesar de ndo existir evidéncias robustas de seguranca quanto ao uso de plantas

medicinais durante a gestacdo e lactacdo, essas sdo constantemente e cada vez mais utilizadas
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por mulheres durante esses periodos (JOHN; SHANTAKUMARI, 2015). A procura por
plantas medicinais durante o periodo gestacional se d4 por sintomas que provocam alteracdes
fisioldgicas, resultando em incodmodos como nduseas, vomitos, azia e constipacdo intestinal,
existindo uma procura por medicamentos, seja com prescri¢do médica ou ndo, como também

da utilizacdo de plantas medicinais (SILVA, 2017).

Embora amplamente estudada quanto as suas atividades farmacoldgicas, estudos
apontam para um potencial efeito abortivo da Anarcadium occidentale L, sendo a mesma
contraindicada na gestacdo (RODRIGUES, 2006; YAZBEK et al. 2016). O cajueiro roxo ou
simplesmente cajueiro, como € popularmente conhecida a A. occidentale no Brasil, € uma
espécie arborea nativa, pertencente a familia Anacardiaceae com ampla distribuicio no
territério nacional, podendo ainda ser encontrada em diversos outros paises de clima tropical,
como India, Mocambique e Tanzania (SILVA-LUZ; PIRANI, 2015). O cajueiro possui
diversas propriedades bioldgicas, dentre elas, destacam-se as atividades anti-inflamatoria,

antioxidante, antimicrobiana e cicatrizante (FREITAS, et al., 2020).

Apesar do crescente interesse farmacoldgico e dos vérios estudos que demonstram
inimeras propriedades terapéuticas para A. occidentale, sdo escassas as informacgdes
cientificas a respeito da seguranca de uso e dos efeitos maternos de seu uso durante os
periodos de gestacdo e lactacdo e, portanto, se faz necessario o desenvolvimento de estudos
relacionados a exposicdo materna ao extrato de A. occidentale, durante os periodos de
gestacdo e lactacio em modelo animal, para avaliar os seus efeitos sobre parametros
comportamentais maternos. Portanto, objetivou-se avaliar o comportamento de ansiedade de
ratas wistar tratadas com o extrato da folha do cajueiro roxo e analisar as alteragdes

identificadas na atividade exploratéria desses animais.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o comportamento de ansiedade de ratas wistar tratadas como extrato da folha

do cajueiro roxo durante os periodos de gestagdo e lactagdo.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Investigar o efeito do extrato sobre o comportamento de ansiedade;
v Analisar as alteragdes identificadas na atividade exploratdria;
v Contribuir com o conhecimento acerca dos possiveis efeitos maternos, causados com a

administracio do extrato da folha do cajueiro roxo durante a gestacdo e lactacao.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 CONSIDERACOES GERAIS SOBRE O CAJUEIRO (Anacardium occidentale L.)

3.1.1 Descricao botanica

O cajueiro (Anacardium occidentale Linn.) pertence ao grupo das angiospermas,
familia Anacardiaceae, género Anacardium, conhecido popularmente por cajueiro roxo.E
origindrio e nativa do Brasil,com predominancia na regido Nordeste. Tem grande utiliza¢dao
na medicina tradicional, com a finalidade terapéutica (SILVA, et al., 2007). E uma drvore que
alcanca até 15 m de altura, de tronco grosso e tortuoso. Encontra-se bem distribuida em
regides tropicais, possuindo capacidade adaptativa aos solos de baixa fertilidade, temperaturas
elevadas e com estresse hidrico, sendo assim, floresce em periodos secos (MEDEIROS, et al.,

2017).

Como caracteristicas macroscopicas, suas folhas sdo de aspecto simples, coloracao
verde escuro, elipticas, glabras, obtusas e coridceas, medem cerca de 8-20cm de comprimento
por 6-8cm de largura e possui sabor adstringente e odor leve. Apresenta como caracteristicas
microscopicas, a nervura central biconvexa, e a face abaxial comparativamente proeminente

(KONAN, 2000).

3.1.2 Constituintes quimicos da folha

Nas folhas desta espécie podem ser encontrados compostos fendlicos, flavondides,

taninos condensados, saponinas, entre outros (KANON, 2006).

Konan (2006) diz que, o cajueiro é constituido por fontes de fendis lipidicos, que
podem se subdividir em varias classes de 4cidos, tais como: anacdrdicos, metilcarddis e
carddis, na qual a suas estruturas sao caracterizada por um anel benzénico com longa cadeia
alifatica. A maior concentracao destes compostos fendlicos estdo presentes na castanha, como
os polifendis, taninos e os flavondides. Em suma, podem ser classificados em fendis simples e

acidos fenolcarboxilicos.

Para Silva (2017), a espécie apresenta metabolitos secunddrios, como: &cidos

organicos, alcaldides, compostos fendlicos, saponinas, taninos hidrolisaveis, triterpenos,
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flavonas, flavondis, flavononas, esteroides e xantonas, estes podem agir separadamente ou

sinergicamente para permitir o combate de bactérias gram-positivas, gram-negativas e fungos.

Em andlise feita com o extrato etandlico das folhas, constatou-se a presenca de
constituintes como taninos, flavonoides, alcaloides, triperpenos, saponinas, cumarinas, 6leos

essenciais e antoquinonas (BAPTISTA, 2018).

3.1.3 Uso tradicional

A. occidentale possui diversas propriedades terapéuticas, suas folhas e cascas,
principais partes empregadas na medicina tradicional, sdo utilizadas em diversas regides do
Brasil para tratamentos de eczemas, psoriase, em problemas genitais, doencas venéreas, na
incapacidade sexual, bronquites, tosses e coélicas intestinais. Cotidianamente, o cha da folha
do cajueiro é empregado como remédio contra diarréia, € o chd da casca, contra infec¢oes
cutaneas, insonia, ulceras, verrugas, dores de dente e tratamentos contra a lepra (TAYLOR,

2005).

Estudos relatam o uso de varias partes do cajueiro na medicina tradicional. Quanto as
folhas, sdo utilizadas para o tratamento de problemas intestinais, inflamacdes na garganta,
doencas respiratdrias, diabetes, hemorragia, antiescorbiitico, debilidade muscular, bem como

em casos de desordem urinaria (RAMOS, et al., 2016).

Com relacdo aos seus efeitos internos e externos, o cajueiro possui propriedades
efetivas no tratamento de doengas diversas. Internamente, € indicado contra diarréias, o fruto
In natura pode ser usado contra anemias € como tonico, o suco € indicado contra anemia e
diabetes; o uso externo do pseudofruto € eficaz na melhora contra queimaduras e tlceras, a
decocgdo das cascas € usada como banho de assento contra ulceras vaginais externas, € a

resina € indicado contra verrugas e feridas (AGRA et al., 2008).

3.1.4 Atividades farmacologicas

Sdo atribuidas inumeras atividades farmacoldgicas aos extratos de Anarcadium
occidentale, como: antitussigeno, antissifilitico, diurético, cicatrizante anti-inflamatério e
antimicrobiana. Em pesquisas conduzidas para avaliar o efeito anti-inflamatério do cajueiro,
constatou-se que a atividade anti-inflamatdria observada foi atribuida a presenca de taninos,

os quais demonstraram ser eficazes em reduzir a inflama¢do em modelos de inflamacdo aguda
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e cronica. (PEREIRA et al., 2015). A atividade antimicrobiana do cajueiro, como relatado por
Silva (2012) se da devido a alguns metabdlitos secunddrios, como: dcidos organicos,
alcaldides, composto fendlicos, saponinas, taninos hidrolisdveis, triterpenos, flavonas,
flavondis, flavononas, esteroides e xantonas, que podem agir separadamente ou

sinergicamente para permitir o combate de bactérias gram-positivas, gram-negativas e fungos.

A casca do caule, frutas e extrato de folhas possuem diversas propriedades
farmacéuticas, sendo as principais: antinflamatdrias, antioxidante, antibacteriano e
antidiarreico. Esses efeitos resultam de niveis elevados de metabdlitos secundérios, como
taninos, flavondides, fendis, saponinas e alcaléides, bem como derivados, tais como &4cido
anacardico, que €é usado como matéria-prima para a formulacdo de medicamentos

fitoterdpicos (PADILHA et al., 2020).

Em estudo experimental realizado com ratos, a toxicidade das folhas se caracteriza de
acordo com a quantidade de dose administrada. Entre os sinais observados, incluem: astenia,
anorexia, diarréia, sincope. J4 em quantidades maiores de administracdo foram observados
reducdo da ingestdo de alimentos e ganho de peso. Em alteracdes histopatoldgicas, lesdes no

figado ou rim (CHAN et al., 2017).

3.2 MODELOS EXPERIMENTAIS PARA AVALIACAO DA ANSIEDADE

Os animais roedores sdo impulsionados a especular objetos e lugares novos, sendo
induzidos ao medo através da novidade, o que tende a extinguir a exploragdo ou produzir fuga
da nova situacdo (TAIWO, 2007). A avaliacdo desses parametros é discuta de acordo com a
exposicdo de ambientes novos ou potencialmente perigosos, estimulos ou contextos
associados a estimulos nociceptivos, situacdes sinalizadoras da presenca de um predador
natural e confrontos com animais da mesma espécie (CRUZ; LANDEIRA-FERNANDEZ,
2011).

Os modelos tradicionais de ansiedade incluem regras de testes que tomam como base
exploragdes, como campo aberto, labirinto em cruz elevado e caixa claro-escuro. No estudo
em questdo, adotou-se a exposi¢do animal a ambientes novos ou potencialmente perigosos, € a

partir disso, testar o comportamento e atividade exploratéria do animal.
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3.2.1 Teste de Campo Aberto

O Teste de Campo Aberto foi elaborado para o estudo da emocionalidade em ratos,
instrumento para testar o comportamento de ansiedade e atividade exploratéria, cujo objetivo

¢ verificar os efeitos de ambientes ndo familiares sobre a emog¢ao nesses animais (LACERDA,

2006; PRUT; BELZUNG, 2003; SANTOS, 2008).
3.2.2 Teste do Labirinto em Cruz Elevado (LCE)

O labirinto em cruz elevado estd entre os modelos animais mais referenciados para o
estudo experimental da ansiedade (CRUZ; LANDEIRA-FERNANDEZ 2012; MORATO,
2006), pois permite que o animal seja exposto a fatores aversivos, como a elevacdo e
ambientes abertos. Para andlise de dados, avalia-se a porcentagem de entradas e o tempo gasto
pelo animal nos bracos abertos e fechados como um indice fidedigno de ansiedade. Portanto,
quanto maiores os niveis de ansiedade, menor serd o porcentual de entradas e tempo gasto nos
bracos abertos (LISTER, 1987; MARTINEZ, 2005; FEDOROVA; SALEM JR, 2006;
CARVALHO, 2011; MEZADRI, 2011;).

3.2.3 Teste de Transicao da Caixa Claro-Escuro (CCE)

O teste é realizado em uma caixa de madeira dividida em dois compartimentos, sendo
um branco transparente e bem iluminada e outro pintado de preto. Avalia-se o nimero de
passagens do animal entre os dois compartimentos € o tempo de permanéncia em cada um dos
compartimentos. Um significativo aumento do niimero de travessias € no tempo explorando o
compartimento claro da caixa, corresponde ao comportamento ansiolitico (ASSAD; KHAN,

2016).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 TIPO DE ESTUDO

Trata-se de uma pesquisa de andlise experimental, do tipo exploratéria. Quanto ao
procedimento para coleta de dados foi de natureza quantitativa, uma vez todos os dados foram

transformados em gréficos para serem analisados.
4.2 MATERIAL VEGETAL E PREPARACAO DO EXTRATO

A coleta das folhas de Anacardium occidentale foi realizada no municipio de Cuité,
Paraiba, em outubro de 2019, durante o periodo da manha. O municipio de Cuité estd situado
na microrregido do Curimatad Ocidental paraibano, com drea de 741,840 km?, o qual possui a
Caatinga como bioma (IBGE, 2010). A espécie foi identificada cientificamente, catalogada e
sua exsicata foi depositada no Herbdrio do Departamento de Botinica da Universidade

Federal de Campina Grande (UFCG)- campus Cuité/Paraiba.

As folhas da planta foram submetidas a secagem em estufa de ar circulante a 40°C por
trés dias, sendo posteriormente trituradas em liquidificador. O extrato hidroalcoolico foi
preparado por maceragdo, no qual aproximadamente 200g de folhas foram infundidas em 1
litro de solugdo alcdolica (30:70 4gua: dlcool), onde permaneceram durante 7 dias.O
macerado foi filtrado a vicuo para remoc¢do do residuo sélido. Em seguida, o extrato foi
concentrado sob pressdo reduzida em rota evaporador com temperaturas nio superior a 50 °C,

até a remocao total do solvente.

4.3 ANIMAIS E GRUPOS EXPERIMENTAIS

Utilizou-se ratas fémeas primiparas (n = 18), da linhagem Wistar, com idade
aproximada de 90 dias, e peso de 200 + 50g, provenientes do Biotério da Universidade
Federal de Pernambuco (UFPE), do Departamento de Nutricdo. Estes animais foram mantidos
no Laboratério de Nutricdo Experimental (LANEX) do Centro de Educacdo e Satude (CES) da
UFCG — campus Cuité.

As ratas foram acasaladas por 24 horas, durante sete dias, com machos férteis, na
proporcdo de uma fémea para cada macho. Confirmada a prenhez, as ratas gestantes (n = 9
animais por grupo) foram alojadas em gaiolas-maternidade individuaisde polipropileno

recobertas com maravalha, em condi¢des padrdo: temperatura de 22 + 1°C; obedecendo a um
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ciclo claro-escuro de 12h, controlado automaticamente (inicio da fase clara as 6:00h),
umidade de + 65%, tendo livre acesso a dgua e racdo durante todo o procedimento
experimental. Os animais foram distribuidos aleatoriamente em dois grupos: Grupo
CONTROLE (n=9), que recebeu dgua destilada por meio de gavagem; e Grupo EXTRATO
(n=9) que foi tratado oralmente (gavagem) como extrato hidroalcoolico de Anacardium
occidentale na dose de 100mg/kg/dia. Todas as ratas foram tratadas durante todo o periodo da
gestacdo e lactacao.

As ninhadas foram padronizadas com seis neonatos que foram amamentados até o 21°
dia, totalizando um n=10 para cada grupo. Durante o periodo de lactacdo, os filhotes foram
entdo submetidos aos testes de maturagdo somadtica e avaliacdo do desenvolvimento reflexo.
Os resultados dos testes de maturacdo somadtica e desenvolvimento reflexo sdo apresentados

em outro estudo e ndo pertence ao escopo deste trabalho.

4.4 ASPECTOS ETICOS

A pesquisa em estudo foi submetida e aprovada pelo Comité de Etica para Uso de
Animais (CEUA) da UFCG, tendo como confirmacdo o protocolo CEP/CEUA 65/2018
(Anexo I). O protocolo experimental seguiu as recomendacgdes éticas do Nationallnstituteof
Health Bethesda (Bethesda, USA), com relagdo aos cuidados com animais, sendo levado em
consideracdo o bem-estar dos animais no laboratério, de modo que o sofrimento e o estresse

dos animais experimentais serdo minimizados a0 maximo.
4.5 AVALIACAO COMPORTAMENTAL

Os testes comportamentais para avaliacdo dos parametros de ansiedade, nas ratas
expostas ao extrato, foram conduzidos no periodo pds-lactacdo. Os animais foram submetidos
aos testes de Campo Aberto, Labirinto em Cruz Elevado e Caixa de Transi¢cdo Claro-Escuro.
Todas as sessoes foram filmadas com uma camera de video instalada no teto para posterior
andlise dos dados. Os comportamentos foram avaliados por um tnico experimentador sentado

a Im do aparato.

Durante os testes comportamentais, os aparelhos foram higienizados com etanol a
10%, a cada troca de animal, uma vez que a sujeira retira o componente neofobico associado

aos aparatos (BOURIN; HASCOET, 2003).
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4.5.1 Avaliaciao da ansiedade utilizando o Teste do Campo Aberto

O teste consiste em expor o animal ao aparato do campo aberto, que consiste em um
caixa confeccionada em madeira de dimensdo quadrada (60cm x60cm x60cm),delimitado por
paredes e piso preto, com a parte superior aberta e uniformemente iluminado. O piso do
aparato € divido em nove quadrantes (com linhas pintadas de branco). O campo aberto € um
instrumento para testar comportamento de ansiedade e atividade exploratéria, a fim de
verificar os efeitos de ambientes ndo familiares sobre a emocionalidade em ratos (HALL,

1934).

Ao final da lactacdo, as ratas foram colocadas individualmente no centro da arena,
permitindoa exploragdo livremente do ambiente (campo aberto) durante 10 minutos, conforme
apresentado na Figura 1. Nesse teste foram avaliados os seguintes parametros: ambulag¢do
(nimero de cruzamento dos quadrantes percorridos pelo animal com as quatro patas), nimero
de comportamento de levantar (rearing), tempo de comportamento de autolimpeza

(grooming) e defecacdo (nimero de bolos fecais).

Figura 1 — Aparelho do Campo Aberto

Fonte: Autoria Propria
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4.5.2 Avaliacao da ansiedade utilizando o Labirinto em Cruz Elevado

Consiste em colocar o animal em um labirinto em forma de cruz, elevado do solo,
formado por dois bracos abertos e dois bracos fechados por paredes (perpendiculares aos
primeiros), analisou-se a frequéncia de entradas nos bragos abertos e fechados, o tempo gasto
em cada de braco e o nimero de mergulhos de cabeca realizado pelo animal nos bragos

abertos.

Considera-se a porcentagem da preferéncia (entradas e tempo gasto) pelos bragos
abertos e pelos bracos fechados um indice fidedigno de ansiedade, no qual, quanto maior
forem os niveis de ansiedade, menor a porcentagem de entradas e de tempo gasto nos bracos

abertos, e vice-versa (HANDLEY; MITHANI, 1984; PELLOW,; FILE, 1986).

A execu¢do do procedimento experimental consistiu em colocar os animais
individualmente no centro do aparelho com o focinho voltado para um dos bracos fechados,

sendo permitido a exploracdo do aparato por 5 minutos (Figura 2).

Figura 2 — Aparelho do Teste do Labirinto em Cruz Elevado

Fonte: Autoria Propria
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4.5.3 Avaliacao da ansiedade utilizando a Caixa de Transicao Claro-Escuro

A Caixa de Transi¢do Claro-Escuro mede a ansiedade incondicionada e o
comportamento exploratério em roedores (BOURIN; HASCOET, 2003). O aparato consiste
em uma pequena caixa feita em madeira (45 cm x 27 cm) dividida em dois compartimentos,
um branco com dimensdo maior (27cm x 27 cm) e outro preto com menor dimensao (18 cmx
27 cm), que sdo conectados por uma abertura central, conforme demonstrado na figura 3.

Para o inicio da realizacio do teste, cada animal foi colocado no centro do
compartimento claro, com o focinho voltado para a porta e mantidos por 5 min para livre
exploracdo dos dois compartimentos. Trés tipos de comportamento dos animais foram
analisados: tempo de permanéncia nos compartimentos claro e escuro € o numero de
transi¢Oes entre compartimentos. As transi¢des foram definidas como o nimero de vezes que

0S animais passaram para o compartimento oposto com as quatro patas.

Figura 3 — Aparato da Caixa de Transi¢do Claro-Escuro

Fonte: Autoria Propria

4.6 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram analisados levando em consideracao o nivel de significancia para rejeicao
da hipétese nula de p<0,05. Para andlise estatistica foi utilizado o teste tStudent, mediante a
utilizacdo do programa estatistico Software GraphPad Prism. Os dados obtidos foram
apresentados como média +erro padrdao da média (E.P.M.).
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S RESULTADOS

5.1 TESTE DO CAMPO ABERTO

Os animais expostos ao extrato de A. occidentaleforam submetidas ao Teste de Campo
Aberto, no qual foram avaliados os parametros de frequéncia de locomogido, defecacgdo,

frequéncia de levantar (rearing)eo tempo de autolimpeza facial (grooming).

Figura 4 - Com relacdo ao parimetro da frequéncia de locomocdo, em comparacdo com o
grupo controle (97.75 + 5.84), houve uma diminuicdo estatisticamente significativa(p<0,05)

na atividade locomotora no grupo experimental (82.75 + 2.59).
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Figura 4. Efeito do tratamento com o extrato do cajueiro para o parimetro de locomog¢@o no Teste do Campo
Aberto em ratas. GC: grupo controle; AO 100: grupo A. occidentale 100 mg/kg. Dados expressos como média +
E.P.M (n=8). Para anilise estatistica foi aplicado teste t Student. “ p <0,05 comparado ao grupo controle.

Figura 5 - Quanto ao nimero de bolos fecais, ndo houve diferenca significativa entre os

grupos controle (6.2 + 0.63) e experimental (6.8 + 0.63).
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Figura 5— Efeito do tratamento com o extrato do cajueiro para o pardmetro de defecagdo no Teste do Campo
Aberto em ratas.GC: grupo controle; AO 100: grupo A. occidentale 100 mg/kg. Dados expressos como média +
E.P.M (n=8). Para anélise estatistica foi aplicado teste t Student. * p <0,05 comparado ao grupo controle.
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Figura 6 - Em relacdo ao parametro da frequéncia de levantar,0s resultados ndo
demonstraram diferenca estatistica entre o grupo controle (30.2 + 1.76) e o grupo

experimental (26.4 + 1.69).
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Figura 6 — Efeito do tratamento com o extrato do cajueiro para o pardmetro de levantar no Teste do Campo
Aberto em ratas. GC: grupo controle; AO 100: grupo A. occidentale 100 mg/kg. Dados expressos como média +
E.P.M (n=8). Para andlise estatistica foi aplicado teste t Student. * p <0,05 comparado ao grupo controle.

Figura 7 - Quanto ao parametro de tempo de autolimpeza facial, entre os grupos controle

(18.6 + 1.81)e experimental (14.6 + 1.47) ndo houve diferenca estatistica significativa.
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Figura 7 — Efeito do tratamento com o extrato do cajueiro para o parametro de grooming no Teste do Campo
Aberto em ratas. GC: grupo controle; AO 100: grupo A. occidentale 100 mg/kg. Dados expressos como média +

E.P.M (n=8). Para anilise estatistica foi aplicado teste tStudent. “ p <0,05 comparado ao grupo control5.2

5.2 TESTE DO LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO

Figura 8 - Para o Teste do Labirinto em Cruz Elevado (LCE), comparado ao grupo controle
(17.53 £2.69), o percentual de entradas nos bracos abertos foi significativamente reduzido (p

<0,05) no grupo experimental 100 (3.61 +2.37).
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Figura 8- Efeito do tratamento com o extrato do cajueiro sobre o percentual de entrada nos bragos abertos no
Teste de Labirinto em Cruz Elevado em ratas. . GC: grupo controle; AO 100: grupo A. occidentale 100 mg/kg.
Dados expressos como média + E.P.M (n=8). Para andlise estatistica foi aplicado teste t Student. * p <0,05
comparado ao grupo controle.

Figura 9 - Foi observada diferenca estatistica (p <0,05), com diminui¢do significativa no
percentual de tempo gasto nos bragos abertos para o grupo AO 100 (1.27 £ 0.87), quando

comparado ao grupo controle (12.12 + 1.81).
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Figura 9 — Efeito do tratamento com o extrato do cajueiro sobre o percentual de tempo nos bragos abertos no
Teste de Labirinto em Cruz Elevado em ratas.GC: grupo controle; AO 100: grupo A. occidentale 100 mg/kg.
Dados expressos como média + E.P.M (n=8). Para analise estatistica foi aplicado teste t Student. “ p <0,05
comparado ao grupo controle.

Figura 10 - Nio foi observada diferenca estatistica entre os grupos controle (10.5 = 1.319) e
experimental (11.83 £ 2.036), quanto ao nimero total de mergulhos de cabeca.
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Figura 10— Efeito do tratamento com o extrato do cajueiro sobre o nimero de mergulhos de cabega no Teste de
Labirinto em Cruz Elevado em ratas. GC: grupo controle; AO 100: grupo A. occidentale 100 mg/kg. Dados
expressos como média + E.P.M (n=8). Para andlise estatistica foi aplicado teste t Student. * p <0,05 comparado
ao grupo controle.

5.3 TESTE DA CAIXA DE TRANSICAO CLARO-ESCURO

Figura 11 - Em relacdo ao tempo no compartimento claro, ndo foi observado diferenca

significativa entre os grupos controle (54.8 + 3.557) e experimental (53.6 + 3.67).
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Figura 11— Efeito do tratamento com o extrato do cajueiro sobre o tempo no compartimento claro no Teste da
Caixa de Transicdo Claro-Escuro em ratas. GC: grupo controle; AO 100: grupo A. occidentale 100 mg/kg. Dados
expressos como média + E.P.M (n=8). Para andlise estatistica foi aplicado teste t Student. * p <0,05 comparado
ao grupo controle.

Figura 12 - O tempo no compartimento escuro também ndo exibiu diferenca significativa

entre os grupos GC (239.8 £5.632) e AO 100 (240.8 £ 5.834).
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Figura 12— Efeito do tratamento como extrato do cajueiro sobre o tempo no compartimento escuro no Teste da
Caixa de Transicdo Claro-Escuro em ratas. GC: grupo controle; AO 100: grupo A. occidentale 100 mg/kg. Dados
expressos como média + E.P.M (n = 8). Para andlise estatistica foi aplicado teste t Student. * p <0,05 comparado

ao grupo controle.

Figura 13 - Nio foi observada diferenca significativa entre os grupos GC (5.83 +£0.7884) e AO
100 (7.5 £ 0.6965) em relagdo ao nimero de transi¢des entre os compartimentos claro-escuro.
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Figura 13— Efeito do tratamento como extrato do cajueiro sobre o nimero de transigdes entre os compartimentos
no Teste da Caixa de Transicdo Claro-Escuro em ratas. GC: grupo controle; AO 100: grupo A. occidentale 100
mg/kg. Dados expressos como média + E.P.M (n=8). Para andlise estatistica foi aplicado teste t Student. * p

<0,05 comparado ao grupo controle.
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6 DISCUSSAO

As plantas medicinais sdo muito utilizadas pela popula¢do em geral ja que é suposto
que o natural é seguro, ndo gerando efeitos contrdrios e nem interagdes medicamentosas, mas,
ainda assim, torna-se necessdrio uma prudéncia quanto ao uso destas durante o periodo de
gestacdo e lactacdo (LOUIK, 2010; SILVA-LUZ; PIRANI, 2015). As folhas de Anacardium
occidentale sao amplamente estudadas quanto as suas atividades farmacoldgicas, através de
modelos in vitro e in vivo, entretanto, a espécie no Brasil é popularmente conhecida como
"cajueiro" ou "cajueiro roxo", contudo, sdo escassos os estudos acerca da sua toxicidade e
sobre seus efeitos ansiogénicos, em especial durante a gestacdo e lactacdo. Partindo desse
pressuposto, o cajueiro também € amplamente utilizado pela populacdo para diversas
finalidades terapéuticas (SILVA et al., 2007).

Veiga Jr e Pinto (2005) relatam que a populagcdo possui a crenca cultural de que os
produtos naturais ndo oferecem maleficios e varios destes estdo sendo utilizados sem
discriminacdo, em qualquer faixa etdria, sem doses exatas e em qualquer ciclo da vida,
acarretando riscos aos usudrios. Com relac@o ao uso destes produtos pelo publico feminino, a
atencdo torna-se redobrada acerca dos efeitos ocasionados, sendo as mais vulnerdveis ao uso,
principalmente na fase gestacional e podem afetar o desenvolvimento, a reproducdo e o
metabolismo (LOURENCO, et al., 2012).

Levando em consideracdo o objetivo deste estudo, que consiste em avaliar o
comportamento de ansiedade de ratas wistar expostas ao extrato da folha do cajueiro roxo,
durante os periodos de gestacdo e lactagdo, foram utilizados trés tipos de testes
comportamentais: o Teste do Campo Aberto, o Teste do Labirinto em Cruz Elevado e o Teste
de transi¢do claro-escuro.

No teste do Campo Aberto foram avaliados 4 parametros, sendo eles: frequéncia de
locomocdo (ambulacdo) e levantar, grooming (autolimpeza) e defecacdo. Como destaca
Oliveira et al., (2008), a ambulacdo avalia a atividade exploratdria e pode ser alterada por
substancias com acdo no Sistema Nervoso Central (SNC). O levantar e o tempo de
autolimpeza avaliam o nivel de ansiedade, podendo variar com a presenca de substancias com
efeito ansiolitico ou ansiogénico, enquanto que o nimero de bolos fecais pode indicar estresse
animal.

Como destaca Viana e colaboradores (2016), a frequéncia de locomocao (ambulagdo)
ocorre quando o animal atravessa os quadrantes do campo abeto com as quatro patas,

proporcionando a andlise de sua atividade locomotora. Como descreve Choleris et al. (2001) e
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Lister (1990), um aumento na frequéncia de locomog¢do indica reducdo da ansiedade
(MEZADRI et al., 2011). No presente estudo, houve diferenca significativa entre os grupos
controle e experimental, com relagdo a este parametro, o qual foi observado uma diminui¢ao
estatisticamente significativa e, consequentemente, um aumento da ansiedade, o que pode
estar associado a um efeito ansiogénico do extrato hidroalcéolico de A. occidentale, mas que
pode ser um efeito isolado, visto que nenhum dos outros pardmetros confirmaram tal
efeito.Resultados semelhantes foram encontrados por Linard (2014) que avaliou o efeito
neuroprotetor do extrato hidroetandlico de A. occidentale e do dcido anacardico no modelo
experimental da doenca de Parkinson induzido por rotenona. Com esses resultados, notou-se
que o grupo experimental responde de maneiras diferentes na exposicdo aos compostos
quimicos presentes no extrato, quando comparados ao grupo controle.

O numero de bolos fecais (defecacdo) de acordo com estudos feitos por Angrini;
Leslie; Shephard, (1998) e Shaw et al. (2007), ¢ um bom indicador para avaliar o estado
comportamental de roedores, onde o aumento do ndmero de bolos fecais indica que o
componente estd associado a ansiedade. A partir dos dados obtidos nesse estudo, pode-se
notar que os animais do grupo controle e os animais do grupo experimental ndo apresentaram
diferencas estatisticamente significativas nesse parametro.

Ranjbar e colaboradores (2017) diz que a frequéncia de levantar caracteriza-se como
um comportamento exploratério, onde o animal encontra-se de pé apoiado nas patas traseiras.
E um aspecto do comportamento exploratério estreitamente relacionado com o nivel de
ansiedade, e, geralmente, diminui quando um animal é colocado em um ambiente estressante,
e pode aumentar quando compostos ansioliticos sdao administrados (JOHANSSON;
AHLENIUS, 1989; SHAW et al., 2007). Para esse parametro, também nao houve diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos.

A autolimpeza € caracterizada como a andlise do tempo gasto pelo animal para
reproduzir repetidamente estas agdes, com movimentos das patas superiores em dire¢do a
cabeca e ao corpo, e movimentos com a cabe¢a lambendo ou co¢ando outras regides corporais
(AL MUKHTAR; SELMAN; NAIJI, 2016). Com isso, o aumento da autolimpeza pode ser
associado a maiores indices de ansiedade (KALUEFF; TUOHIMAA, 2005; VOIGT et al.,
2005 apud LI; LUND; VOIGT, 2016). Com relacdo a esse parametro, nao houve diferencas
significativas entre os grupos.

Em estudos feitos por Linard (2014) e konan (2006), os resultados divergem dos
encontrados no presente estudo, uma vez que o extrato de A. occidentale nao foi considerado

toxico, e o presente estudo apresentou efeito contrdrio; a justificativa para o efeito
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ansiogénico detectado por ter apresentado alta toxicidade, pode ser definida pelas alteracdes
hormonais que o corpo sofre durante o periodo de gestacdo e lactacdo. Estudos realizados por
Rodrigues (2006); Yazbek, et al. (2016) relatam um potencial efeito abortivo do cajueiro,
apontando-o como contraindicado no periodo gestacional. Entretanto, os resultados obtidos
durante esta pesquisa mostram-se contrarios, visto que nao houveram casos de abortos entre
0s animais.

O teste de labirinto em cruz elevado é um método cldssico e extensamente utilizado
para avaliar a ansiedade em ratos (HANDLEY; MCBLANE, 1994; CHENG; SHEEN;
CHANG, 2015). Handley; Mcblane, (1993) e Liu et al, (2015) afirmam que o labirinto em
cruz elevado é um dos testes mais amplamente aceitos para analisar os efeitos ansiogénicos ou
ansioliticos de medicamentos e nutrientes. Quando os animais aumentam o nimero de entrada
e gastam um tempo maior dentro dos bracos fechados, onde se sentem menos ameacgados,
estes sdo classificados com um maior indice de ansiedade. Em contrapartida, os animais que
ocupam tempo aproximadamente igual nos bracos abertos e fechados, apresentam menores
indices de ansiedade (FOUNTAIN et al., 2008). Os dados obtidos a partir do presente estudo
revelaram um percentual de entrada reduzido nos bragos abertos para os animais do grupo
experimental, quando estes foram comparados ao grupo controle, indicando assim maiores
indices de ansiedade. Houve ainda, uma reducdo significativa no percentual de tempo gasto
nos bracos abertos para o grupo extrato, quando comparado ao grupo controle. Com base
nesses parametros, os resultados apresentados apontam que esse extrato hidroalcoolico
proporciona um efeito ansiogénico nesses animais.

O nimero total de mergulho de cabeca é considerado um movimento exploratério e
estd inversamente associado a ansiedade (COLE RODGERS, 1993; ANSELONI;
BRANDAO, 1997; MARTINEZ; GARCIA; MORATO, 2005). Os resultados apresentados
neste estudo ndo demonstraram diferenca estatistica, em relacdo ao nimero de mergulhos de

cabeca, para o grupo experimental quando comparado ao grupo controle.

O teste da caixa de transi¢do claro/escuro € baseado na aversdo inata dos roedores a
ambientes iluminados, por isso € um modelo animal bastante utilizado para identificar efeitos
relacionados a ansiedade nesses animais. Geralmente, os animais se sentem seguros em areas
escuras, mas isso ndo ocorre na drea iluminada. O periodo em que os animais permanecem na
area clara é, geralmente, utilizado para identificar efeitos ansioliticos (CRAWLEY;
GOODWIN, 1980; COSTALL et al., 1989; SANCHEZ, 1995 apud CHENG; SHEEN;

CHANG, 2015).
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A elevacdo no tempo de laténcia para o primeiro cruzamento é definida como um
comportamento ansiolitico e desinibido. Ademais, 0 aumento no nimero de transicdes entre
os dois compartimentos do aparelho é apontado também como um indice de atividade
ansiolitica. Levando em consideracdo o tempo de permanéncia nos compartimentos, 0s
animais com elevados niveis de ansiedade voltam-se a passar mais tempo no ambiente escuro
e ter aversdo ao compartimento iluminado (CRAWLEY, GOODWIN, 1980; RODGERS;
SHEPHERD, 1993; CRAWLEY et al., 1997; HASCOET; BOURIN, 1998; BOURIN;
HASCOET, 2003). Em compensacdo, ambulac¢do juntamente com o tempo no compartimento
claro, s@o indicativos de a¢des ansioliticas (VAN MEER; RABER, 2005; POST, et al., 2011;
HEREDIA et al., 2014). O tempo gasto nos compartimentos claro e escuro € o nimero de
transi¢Oes entre os compartimentos obtidos neste estudo mostraram que nao houve diferencas
significativas em relacdo a todos os parametros analisados nesse modelo.

Para Allen; Leonard; Swedo, (1995) e Castillo et al., (2000), a ansiedade ¢ o medo
passam a ser reconhecidos como patoldgicos quando sdao desproporcionais em relagdo ao
estimulo e interferem na qualidade de vida, no conforto emocional ou desempenho didrio do
individuo. Estas reagdes excessivas ao estimulo ansiogénico se desenvolvem, normalmente,
em individuos com uma predisposi¢do neurobiolégica herdada.

Tendo em vista que o cajueiro possui diversas propriedades bioldgicas, com destaque
para as agOes anti-inflamatdria, antioxidante, antimicrobiana e cicatrizante, (FREITAS et al.,
2020), além de possuir baixa toxicidade (LINARD, 2014). No entanto, no presente estudo
esperava-se que o tratamento induzisse também uma baixa toxicidade e produzisse um efeito
ansiolitico, porém os resultados obtidos demonstraram um efeito contrario, sendo
caracterizado por um efeito ansiogénico, isso pode ser justificado pelo estado fisiolégico dos
animais, uma vez que Palermo-Neto, J.; Florio, J. C.; Sakate, M. (1994) afirmam que a
exposicdo materna a vdrias substincias durante a gravidez e a lactacdo pode causar
desenvolvimento de neurotoxicidade e/ou anormalidades comportamentais nos descendentes,

que pode persistir através de toda vida desses individuos.

Em estudo realizado com plantas medicinais feito por Arruda (2014) que analisou os
efeitos de ansiedade, depressdo, atividade motora e aprendizado em ratos tratados com 6leos
essenciais de Alecrim (Rosmarinus officinalis) e Petitgrain (Citrus aurantium L.) constatou-se
que ndo houve diferencas em atividade motora, observando efeito antidepressivo e ansiolitico.
Em alteracdes comportamentais vistas por Taiwo (2007) que analisou a administracdo do

extrato de Melissa officinalis, também apresentou ser eficaz e seguro nas atividades
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ansioliticas e antidepressivas. Ja neste estudo, que analisou os efeitos da ansiedade em ratas
no periodo de gestacdo e lactacdo, viu-se efeito contrario dos estudos com plantas medicinais,

que na maioria dos casos esperam-se ser ansioliticos.

Rodrigues e colaboradores (2011) reforcam que estudos para a maioria das plantas
medicinais sdo escassos e que ndo ha dados a respeito da seguranca do seu uso durante a
gravidez. Sendo assim, a orientacdo para as mulheres gravidas € ndo utilizar qualquer
medicamento, seja ele de origem vegetal ou ndo, sem existir uma prescricdo médica, ja que

pode-se observar o fator embriotdxico, abortivo e teratogénico em algumas espécies.
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7 CONSIDERA COES FINAIS

Em conclusdo pode-se observar que os animais tratados com o extrato hidroalcoolico
da folha do cajueiro roxo (A. occidentale) sofreram alteracdes no desenvolvimento
neuromotor. Com isso, os resultados apontam, pela primeira vez, que a administracdo do
extrato da folha do cajueiro roxo (A. occidentale), durante os periodos de gestacdo e lactagdo,
na dose de100 mg/kg/dia, interferiu na atividade neuromotora, sugerindo efeito ansiogénico.
Ainda, orienta-se que estudos adicionais e novas investigacdes sejam realizadas para maior

conhecimento dos impactos dos fitoconstituintes dessa espécie no organismo materno.
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ANEXO

ANEXO A - Aprovagdo comité de ética

Universidade Federal de Campina Grande ° °.
Centro de Sauide e Tecnologia Rural
Comité de Etica em Pesquisa
(Comissdo de Etica no Uso de Animais)
Av. Santa Cecilia, s/n, Bairro Jatoba, Rodovia Patos,
CEP: 58700-970, Cx postal 64, Tel. (83) 3511-3045

AQ: Prof*. Dr*. Claudia Patricia Fernandes dos Santos

Protocolo CEP/CEUA n2 65/2018

CERTIDAO

Certificamos a V.Sa. que seu projeto intitulado “PLANTAS MEDICINAIS DO CURIMATAU
(PB): USO TERAPEUTICO E CURA SEGURA” teve parecer consubstanciado orientado pelo
regulamento interno deste comité e foi Aprovado, em cariter de Ad referendum, estando a luz
das normas e regulamentos vigentes no pais atendidas as especificagcdes para a pesquisa

cientifica.
Patos, 14 de fevereiro de 2019.

; 2,5 e \ Soiods W?M "

Rosalia Severo de Medeiros
Coordenadora do CEP/CEUA/UFCG/Patos
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