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Abstract: Anxiety  is  a multifactorial  pathology  associated with  oxidative  stress  and  changes  in  different 

neurotransmitters  in  the central nervous system  (CNS). Sarcomphalus  joazeiro  (Rhamnaceae) has a predicted 

effect  on  the CNS,  being  considered  an  alternative  for  pre‐clinical  investigations  of  anxiolytic drugs. The 

objective  of  this  study  is  to  evaluate  the  chemical  composition,  analyze  the  antioxidant  capacity  and  the 

anxiolytic  effect  of  the  ethanolic  extract  of S.  joazeiro  leaves  (EEFSJ)  in  zebrafish. The  chemical profile was 

analyzed by liquid chromatography coupled to mass spectrometry (UPLC‐PDA‐ESI‐QDA). Antioxidant action 

by DPPH• elimination and ABTS•⁺ capture assays. The 96 h acute toxicity and open field and light and dark 

tests, for sedative and anxiolytic evaluation, respectively, were applied in vivo, using zebrafish. It was possible 

to  identify  11  compounds  from  the  flavonoid  and  saponin  class.  EEFSJ  exhibited  a  mean  inhibitory 

concentration  (IC50)  of  185.2  ±  2.2  μg/mL  and  74.17  ±  1.5  μg/mL  against  the DPPH•  and ABTS•⁺  radicals, 

respectively.  In  vivo,  EEFSJ  demonstrated  reduced  locomotor  activity  and  an  anxiolytic  effect  similar  to 

diazepam via GABAergic systems, without presenting toxicity within 96 h. These results suggest the safety of 

using EEFSJ for the development of clinical trials for the production of new anxiolytic drugs. 

Keywords: Sarcomphalus joazeiro; antioxidant, anxiolytic; zebrafish 

 

1. Introduction 

Anxiety  is  considered  pathological  when  it  causes  psychological  and  social  harm  to  the 

individual [1]. In recent years, anxiety has been one of the most prevalent neuropsychiatric disorders 

in the world [2]. According to the World Health Organization – WHO, around 3.6 % of the world 

population is affected by the disease, which in Brazil affects approximately 9.3 % of the population, 

ranking among the countries with the highest rates [3]. 

The etiology of anxiety  is multifactorial and  is mainly associated with  interactions of genetic, 

neurobiological,  psychological  variables  and  environmental  influence  [4].  In  the  central  nervous 

system  (CNS),  several  neurotransmission  pathways  contribute  to  the mechanisms  that mediate 

anxiety, especially changes in the serotonergic and GABAergic systems [1]. Furthermore, high levels 

of polyunsaturated acids and low reserves of antioxidant species in the CNS contribute to making 

neurons more vulnerable to oxidative stress and triggering neuroinflammation, associated with the 

development of pathological anxiety [5]. 
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Benzodiazepines  (BZDs),  γ‐aminobutyric  acid  (GABA)  receptor  agonists,  and  serotonin 

reuptake  inhibitors  (SSRIs)  are  commonly used  anxiolytic drugs  in  the  treatment  of  anxiety  [3]. 

However, chronic use of BZD produces tolerance, and abrupt cessation of treatment can lead to a 

withdrawal  syndrome  [6]. From  another perspective,  the  chronic use of SSRIs  can  reduce motor 

coordination, drowsiness, sedation and, when used  for a prolonged period,  they can also  lead  to 

dependence and withdrawal syndromes, and in high doses they can be fatal [7]. 

The adverse effects of these medications are the main reason why there is intensified research 

into the anxiolytic effects of products of natural origin. In general, plants synthesize a diversity of 

substances derived  from  their  secondary metabolism, which  often present  satisfactory  results  in 

therapy against various psychological disorders [8]. 

Species  from  the  Rhamnaceae  family  are  commonly  used  in  therapy  against  neurological 

diseases [9]. Among these, Sarcomphalus joazeiro (Mart.) Hauenschild, previously classified as Ziziphus 

joazeiro Mart [10], can be considered an alternative for pre‐clinical investigations. Popularly known 

as “juá”, “joazeiro”, it is native to the Brazilian Northeast and endemic to the caatinga. In traditional 

medicine, it is used in the therapy of dermatological, respiratory, and digestive problems, in addition, 

it exhibits antioxidant, anti‐inflammatory and antimicrobial properties [11]. Chemical data indicate 

the  presence  of  flavonoid  and  saponin  derivatives,  which  have  reported  and  well‐established 

anxiolytic activities [12], [13]. 

Animal research is being carried out as a model to screen natural products capable of combating 

anxiety  [3]. Zebrafish  (Danio  rerio) have been a useful model as  they possess key neuromediation 

systems, such as neurotransmitter receptors, transporters, sensitivity to anxiolytics, and behavioral 

paradigms similar to mammals [14]. Furthermore, they have a signaling system developed with high 

sensitivity to GABAergic sedatives [15]. 

Considering the importance of finding new active substances for use as an anxiolytic, this study 

aimed to identify the chemical components through hyphenated analytical methods and evaluate the 

antioxidant and anxiolytic capacity of the S. joazeiro leaf extract. 

2. Results 

2.1. Chemical Characterization 

The EEFSJ was analyzed using UPLC‐PDA‐ESI‐QDA  in negative ESI mode. The constituents 

were  identified based on  their exact masses and comparison with data  reported  in  the  literature, 

allowing the identification of 11 peaks (Table 1). In summary, the peak with tR of 5.63 min refers to a 

nitrogenous  compound,  the  peaks  that  ranged  from  6.98  to  7.97 min  are  attributed  to  phenolic 

compounds and from 8.30 to 9.88 min to saponins. The structural representations of the identified 

compounds are illustrated in Figure 1. 

Table 1. Substances identified in the EEFSJ in negative ESI mode. 

Peak 

N° 

Name 
tR(min) 

[M‐H]‐/ 

[M+HCOOH]‐ 

Empirical 

formula 

Reference 

1 

5‐allyl‐1‐(2,3,4,‐tris‐O‐

benzoylpentofuranosyl)‐2, 

4(1H,3H)‐pyrimidinedione 

5.63  595 

C33H27N2O9  [16], [17] 

2  Rutin  6.98  609  C27H29O16  [17] 

3 

Kaempferol O‐α‐L‐

rhamnopyranosyl‐(1→ 6)‐β‐D‐
hexoside 

7.37  593 

C27H29O15  [17] 

4  Isorhamnetin O‐hexoside  7.44  477  C29H17O7  [16] 

5  Isorhamnetin O‐rutinoside  7.57  623  C28H31O16  [16] 
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tR: retention time 

The structural representations of the identified compounds are illustrated in Figure 1. 

 

6 

Quercetin ‐O‐α‐L‐

arabinopyranosyl‐(1 → 2)‐α‐L‐
rhamnopyranoside 

7.87  579 

C26H27O15  [17] 

7  Isorhamnetin O‐hexoside  7.94  477  C29H17O7  [18] 

8  Jujubasaponin I  8.30  941  C48H77O18  [19] 

9  Jujubasaponin II  9.28  983  C50H79O19  [19] 

10  Ziziphin  9.39  979  C51H79O18  [19] 

11  Zizyphus saponin I  9.88  911  C47H75O17  [19] 
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Figure 1. Structural representation of the components found in the EEFSJ using the UPLC‐PDA‐ESI‐

QDA method. 

2.2. Antioxidant Activity 

The DPPH• radical scavenging assay is routinely applied to evaluate the antiradical properties 

of different compounds [20]. In this assay, EEFSJ exhibited a mean inhibitory concentration (IC50) of 

185.2 ± 28.5 μg/mL and a maximum percentage of DPPH• radical inhibition of 84.13 %, while ascorbic 

acid exhibited an IC50 of 8.871 ± 0.9480 μg/mL and maximum percentage of 89.75 %. (Figure 2). 
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Figure 2. DPPH• free radical scavenging from EEFSJ and antioxidant control. Souce: Author. 

In the ABTS•+ radical cation capture assay, EEFSJ presented a maximum percentage of 88.47 % 

and IC50 of 99.78 ± 25.61 μg/mL. Ascorbic acid presented values greater than 50 % at concentrations 

greater than 10 μg/mL, as shown in Figure 3. 

 

Figure 3. ABTS•+ radical capture by EEFSJ and antioxidant control. Source: Author. 

2.3.    96h Acute Toxicity 

Zebrafish is an experimental model that presents genetic and physiological similarity to humans, 

providing promising results regarding drug safety and anxiolytic evaluation (Caballero e Candiracci, 

2018; Kalueff et al., 2014). There were no deaths after oral administration (LD50 ˃ 400 mg/kg), and no 

apparent anatomical changes in the animals during this period (Table 2) indicating preclinical safety 

in the use of EEFSJ [21]. 

Table 2. Results of the acute toxicity test of EEFSJ against adult zebrafish. 

 

Sample 

(mg/kg) 
96h 

LD50 (mg/kg) 

40  200  400  >400 

EEFSJ  0  0  0 

LD50: medium lethal dose; Statistical significance (p > 0,05). 

2.4. Locomotor Activity (Open Field Test) 

The open field test provides simultaneous measurements of zebrafish locomotion, which allow 

establishing  a  correlation between behavioral performance  and neurobiological mechanisms  that 

mediate behavior [21]. In this study, the locomotion of zebrafish was altered in the treatment with 

EEFSJ at all doses analyzed, as the animals had reduced locomotor activity when compared to the 

control group (Figure 4), presenting a statistically significant difference, indicating action on the CNS 

and sedative effect, similar to DZP (**** p < 0.0001 vs. CONTROL; ### p < 0.001; #### p < 0.0001 vs. 

DZP). 
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Figure 4. Effect of EEFSJ on the  locomotor behavior of adult zebrafish  in the Open Field Test (0–5 

min). Values represent the mean ± standard error of the mean for 6 animals/group; ANOVA followed 

by Tukeyʹs test (**** p < 0,0001 vs. CONTROL; ### p < 0,001; #### p < 0,0001 vs. DZP). 

2.5. Anxiolytic Activity   

The light‐dark test using the adult zebrafish model is used to screen anxiolytic drugs similar to 

diazepines  [22]. Due  to  the natural aversion of zebrafish  to  illuminated environments,  this model 

allows  the assessment of  the animal’s anxiety  level  through  the  frequency of  transitions and  time 

spent in the illuminated compartment of the aquarium. (Kalue et al., 2014). Treatment with EEFSJ at 

the doses tested (40, 200 and 400 mg/kg) increased (* p < 0.05; ** p <0.01; **** p <0.0001 vs CONTROL) 

the time of permanence of the animals in the light region of the aquarium (Figure 5), demonstrating 

an anxiolytic effect similar to DZP. 

 

Figure 5. Effect of EEFSJ on zebrafish anxiety in the light/dark test (0–5 min). CONTROL (DMSO 3%; 

20 μl; ip.); DZP (Diazepam 4 mg/kg; ip). Values represent the mean ± standard error of the mean for 

6  animals/group; ANOVA  followed  by  Tukeyʹs  test  (*  p  <  0,05;  **  p  <  0,001;  ****  p  <  0,0001  vs. 

CONTROL). 

2.6. Involvement of the GABAergic System 

Flumazenil  (FMZ),  a  competitive  antagonist  of  the  GABAA  receptor  in  the  αβγ  subunits, 

antagonizes  the  sedative  effects  caused  by BZD  overdoses  and  reverses  these  effects,  besides  to 

preventing respiratory depression by blocking GABA receptors [7]. In this study, the lowest dose of 

EEFSJ  (40 mg/kg)  caused  anxiolytic  behavior  in  the  animals  and  its  effect was  reversed  (####  p 
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<0.0001, vs. FMZ + EEFSJ; Figure 6) by Fmz, indicating that the anxiolytic effect of EEFSJ is related to 

the GABAergic system. 

 

Figure 6. Effect of ethanolic extract of S. joazeiro leaves on GABAergic neuromodulation in zebrafish 

in the light/dark test (0–5 min). Control (DMSO 3 %; 20 μl; ip.); DZP (Diazepam 4 mg/kg; i.p). Values 

represent the mean ± standard error of the mean for 6 animals/group; ANOVA followed by Tukey’s 

Test. 

3. Discussion 

In phytochemical screening studies, S. joazeiro extract exhibited classes of secondary metabolites, 

such as flavonoids, saponins and tannins, which are associated with different biological activities [12]. 

Previous  studies performed UPLC‐ESI‐QTOF‐MS  analysis  and  showed  the presence of  rutin  (2), 

kaempferol  (3),  isorhamnetin  (4, 5 and 7), quercetin  (6) and saponin derivatives  (8, 9, 10 and 11), 

corroborating this study [16], [23].   

Compounds 4 and 7 showed the same peak of the deprotonated molecular ion [M−H]− m/z 477 

(C29H17O7). Previous research suggests that both are  isomers of isorhamnetin‐3‐O‐hexoside, due to 

the detection of fragment ions m/z 315 and m/z 162 (Matos et al., 2021). From a structural point of 

view, the flavonoids found (2, 3, 4, 5, 6 and 7) are characterized by the presence of two aromatic rings 

and a heterocyclic benzopyran ring containing oxygen and hydroxyl substituents [24]. 

Saponins  are widely  found  in  the Rhamanaceae  family.  In  the  species S.  joazeiro,  tetracyclic 

triterpenes of  the dammarane  type are  frequently  reported  [25]. Masullo et al.,  (2019) proved  the 

presence of these saponins through structural elucidation by 2D NMR. From a structural point of 

view,  these  derivatives  are  differentiated  by  their  side  chains, which  correspond  to  16.23:16.30 

diepoxidammarane (8, 9, 10 e 11). Previous studies of species from the Rhamnaceae family, including 

Z. jujuba [19], [26], and Z. mauritiana [27] report the presence of these saponins. 

The antioxidant activity of species of the genus Ziziphus reported in the literature agrees with 

these data, in which Z. cotinifolia exhibited IC50 values of 7.2 ± 1.5 μg/ml and 6.4 ± 0.3 μg/mL, for the 

DPPH• and ABTS•⁺ method, while Z. jujuba showed IC50 of 47.37 mmol of trolox, for ABTS•⁺. On 

the other hand, in the DPPH• elimination test, Brito et al., (2015) found higher IC50 values than those 

found in this study (735,72 μg/mL). In an HPLC/DAD analysis, the authors confirmed a low content 

of rutin (0.97 %) and quercetin (0.52 %) in the extract. 

The high antioxidant action exerted by EEFSJ in this study can be attributed to the higher content 

of rutin (2) and quercetin (6) in the composition, which may justify the difference in the results found 

in the studies, considering that these are the main natural flavonoids responsible for enhancing the 

antioxidant effects of plant extracts. This variation in composition is due to the influence of extractive 

methods, organic solvents, as well as seasonal factors, such as location, collection period and type of 

soil [28].   

The structures of  flavonoids  found  in  the present study allow  them  to act by combating  free 

radicals through the donation of hydrogen atoms from a hydroxyl group of their aromatic structure, 

which has  the ability  to support an unpaired electron  through  its displacement around  the entire 
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molecule electron system [29], [20]. Furthermore, they can also act as scavengers of pro‐inflammatory 

and neurotoxic species in the CNS [9].   

The  intensity of the anxiolytic effect observed  in this study was  inversely proportional to the 

concentration of EEFSJ. Silva et al., (2023) recently reported similar behavior of S. joazeiro extract in 

the same experimental model of zebrafish. These data propose that EEFSJ when administered in high 

doses (> 200 mg/kg) may cause tolerance and adverse effects similar to DZP. The administration of 

high doses of DZP (> 30 mg/kg) is capable of developing tolerance, causing compensatory changes in 

GABA receptors, which become less responsive, and as a consequence, reduce their inhibitory actions 

[30]. Furthermore, higher doses of DZP can cause CNS depression, whose additional non‐classical 

BZD binding sites on GABAARs can cause adverse action [15]. 

EEFSJ also altered the  locomotion of zebrafish at all concentrations tested, exhibiting behavior 

similar to DZP. Recently, studies of Z. cotinifolia (Rhamnaceae) using the same experimental model 

showed similar results [14]. BZDs produce anxiolytic and sedative effects by binding to high‐affinity 

sites located at the α1/2/3/5+/γ2− interface of synaptic GABAARs to enhance GABA‐mediated post‐

synaptic membrane hyperpolarization [15]. Therefore, the alteration of zebrafish locomotion caused 

by EEFSJ can be attributed to the high affinity for the GABAA receptor binding sites, which are capable 

of reducing central activity, causing an anxiolytic and/or sedative action similar to BDZ.   

The involvement of GABAergic neurotransmission was evaluated through pre‐treatment with 

flumazenil (Fmz) [7]. EEFSJ demonstrated anxiolytic behavior in animals and its effect was reversed 

by FMZ (Figure 6), proving that EEFSJ is capable of activating the GABAA receptor in the same region 

as BZD [31]. 

Clinical  and  pre‐clinical  studies  prove  that  flavonoids  and  saponins  act  through  selective 

binding  to GABAA  receptors,  promoting membrane  hyperpolarization  by  allowing  the  influx  of 

chloride  anions,  accompanied  by  inhibition  of  excitatory  transmission,  which  consequently 

contribute to the reduction of anxiety disorders [9], [32]. This hypothesis is corroborated by previous 

studies that show the anxiolytic potential of S. joazeiro, flavonoids and saponins through GABAergic 

neurotransmission in zebrafish and mice [8], [11], [33]. 

Quercetin (6) has been widely  investigated due to  its antagonistic actions on GABAUmρ1R, this 

effect may be mediated by a redox‐independent allosteric mechanism,  in addition to affecting the 

expression of GABAUmα5R, which could be a mechanism  to attenuate  the severity of crises  [34].  In 

addition,  rutin  (2)  is  involved  in  GABAergic  neurotransmission  without  involvement  of  BZD 

receptors [35]. Previous research also shows that rutin (2) can act on different anxiolytic mechanisms, 

for example, combating oxidative stress in the CNS, modulating the release of the neurotransmitters 

serotonin, norepinephrine, opioids and activating opioid receptors [8]. Quantitative models prove 

that  the  increased affinity of  these  flavonoids  (2, 3, 4, 5, 6, 7)  for  the BZD receptor binding site  is 

associated with the presence of electronegative substituents at 6 and 3ʹ of the flavone backbone [13]. 

This study  shows  the potential of EEFSJ as an antioxidant and anxiolytic agent, making  it a 

promising candidate for therapy against psychological disorders, especially anxiolytics. 

4. Materials and Methods 

4.1. Collection and Preparation of Extract   

The leaves (484 g) were collected in Tabocas, located in the rural area of the Municipality of Exu, 

Pernambuco, Brazil. The plant material was sanitized, crushed, and subjected to extraction using the 

cold maceration method  for 72 h at  room  temperature,  in hexane  to degrease, and  subsequently 

submerged  in 99.5 % ethanol  to obtain  the crude extract. Organic solvents were removed using a 

rotary evaporator under reduced pressure. The yield obtained from the ethanolic extract of S. joazeiro 

leaves (EEFSJ) was 4.78 %. 

4.2. Chemical Characterization 

4.2.1. Extract Preparation   
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Approximately 4 mg of EEFSJ was dissolved in 1 mL of a 50/50 % methanol/water mixture. The 

material was filtered through a 0.22 μm PTFE filter, placed in vials and stored at ‐80 °C for analysis. 

4.2.2. Analisys by UPLC‐PDA‐ESI‐QDA   

Analysis was performed using an Acquity UPLC system (Waters, USA) coupled to a PDA (210‐

600  nm)  and QDa mass  system  (Quadrupole, Waters). A Waters Acquity  BEH C18  column  for 

separation condition (150 mm × 2,1 mm, 1,7 μm) was set at 40 °C. An injection volume of 5 μL aliquot 

of EEFSJ was subjected  to an exploratory gradient with  the mobile phase composed of deionized 

water (A) and acetonitrile (B), both containing formic acid (0.1 % v/v). The optimized instrumental 

parameters were as follows for negatives: capillary voltage at 0.8 kV, cone voltage at 15 V, source 

temperature at 120 °C, desolvation temperature at 350 °C, desolvation gas flow at 500 L/h. The system 

was controlled using Empower 3 software (Waters Corporation).   

4.3. Antioxidant Assays 

4.3.1. Determination of Antioxidant Activity by the DPPH● Method 

The  free  radical  scavenging  activity  was  determined  by  the  DPPH●  (1,1,  diphenyl‐2‐

picrylhydrazyl) photocolorimetric method, proposed by Rufino, et al., (2007) with adaptations [36]. 

EEFSJ concentrations ranged from 10 to 1000 μg/mL. For the test, 20 μL of the sample, 80 μL of 95 % 

ethanol and 100 μL of the DPPH● radical solution (0.3 mM) were used. After 30 min of incubation at 

room temperature and protected from light, absorbance measurements were carried out using a UV‐

visible spectrophotometer at 518 nm. The blank samples and the antioxidant standard (ascorbic acid) 

were quantified under the same conditions with 20 μL of standards and 180 μL of 95 % ethanol. The 

results were calculated according to equation 1. 

IP % = 100 ‐ {[(Abs Sample – Abs blank) / Abs negative control] x 100} 

Equation 1 

Where: IP % = Inhibition Percentage; Abs: Absorbances. 

4.3.2.    ABTS●+ Free Radical Capture 

For the ABTS●+ free radical capture assay, the methodology proposed by Rufino, et al., (2006) 

was used [37]. The ABTS●+ radical was prepared by mixing a 7 mM ABTS diammonium salt solution 

with a potassium persulfate solution (final concentration of 2.45 mM), both prepared in phosphate 

buffer saline (pH 7.4). The resulting solution (stock solution) was kept in an amber bottle at room 

temperature for 16 h to form the free radical ABTS●+. Subsequently, it was diluted with phosphate 

buffer saline (pH 7.4) until an absorbance value of 0.90‐1.0 ± 0.02 was obtained at 734 nm. An aliquot 

of 2.970 μL of this solution was added with 30 μL of concentrations of 10 to 1.000 μg/mL of the extract, 

as well as the positive controls of ascorbic acid. The assay was carried out in triplicate and readings 

were taken 3 min after the start of the reaction in a spectrophotometer adjusted to 734 nm. The results 

were calculated according to equation 1. 

4.4. Toxicity and Anxiolytic Assays 

4.4.1. Zebrafish 

Zebrafish  (Danio rerio)  (age 90 to 120 days; 0.4 ± 0.1 g, 3.5 ± 0.5 cm), wild, of both sexes, were 

purchased commercially in Fortaleza, CE. Animals were maintained in a glass aquarium (30 × 15 × 20 

cm) of 10 L (n = 3/L), at a temperature of 25 ± 2°C, in 24‐h light‐dark cycles with chlorinated water 

(ProtecPlus®)  and  air pump with  submerged  filters, under  a  temperature of  25  ° C  and pH  7.0, 

Circadian cycle of 10 ‐ 14 h (light/dark). The fish received food (Spirulina®) ad libitum 24 h before 

the experiments. Before drug applications, the animals were anesthetized in ice‐cold water and after 

the experiments, the animals were sacrificed by immersion in ice‐cold water (2 and 4 °C) for 1 min 
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until loss of opercular movements. The work was approved by the Ethics Committee on the Use of 

Animals of the Universidade Estadual do Ceará (CEUA‐UECE; nº 04983945/2021), in accordance with 

the Ethical Principles of Animal Experimentation. 

4.4.2. General Protocol 

Zebrafish were randomly selected in the experiments, anesthetized in ice water, and transferred 

to a damp sponge, treated with 20 μL of EEFSJ (40; 200 and 400 mg/kg) or Diazepam (4 mg/kg), or 

3% DMSO (control group – drug diluent) orally (v.o). 

4.4.3. Assessment of Locomotor Activity (Open Field Test) 

The open  field  test was performed  to evaluate  the presence or absence of  changes  in motor 

coordination in animals [38], whether due to the anxiolytic effect and/or muscle relaxation. Animals 

(n  =  6/group) were pre‐treated  (20  μL; p.o.)  at  the  same doses  analyzed  in  the previous  section. 

Diazepam  (DZP; 4 mg/kg) and vehicle  (DMSO 3 %) were used as positive and negative controls, 

respectively. After 60 min of treatment, the animals were added  individually to glass Petri dishes 

(10x15 cm; with quadrants at the bottom of the dish), containing the same water as in the aquarium. 

The number of line crossings was recorded during 0‐5 min and the percentage of each group was 

calculated. 

4.4.496. h Acute Toxicity 

After the open field test, fish (n = 6 / grupo) treated orally with EEFSJ (40; 200 or 400 mg/kg; 20 

μL) or control (vehicle: DMSO 3 %; 20 μL; i.pwere left at rest to analyze the mortality rate for a period 

of 96 h, recording the number of dead fish in each group every 24 h [39], with the lethal dose capable 

of killing 50 % of  the animals  (LD50) determined by  the Trimmed Spearman‐Karber mathematical 

method with a 95 % confidence interval. 

4.4.5. Anxiolytic Assessment 

An  animalʹs  anxiety  behavior  can  be  observed using  the  light/dark  test.  Similar  to  rodents, 

zebrafish naturally avoid illuminated areas [40]. The experiment was carried out in a glass aquarium 

(30 cm x 15 cm x 20 cm) divided into a light area and a dark area. The aquarium was filled to 3 cm 

with  dechlorinated  tap water, which  simulated  a  new  shallow  environment  different  from  the 

conventional aquarium and capable of inducing anxiety behaviors. In animals (n = 6/group) 20 μL of 

EEFSJ were administered orally at doses of 40 mg/kg, 200 mg/kg, or 400 mg/kg. The negative and 

positive control groups consisted of 3 % DMSO and 4 mg/kg Diazepam solution, respectively. After 

60 min, the animals were placed individually in the light zone and the anxiolytic effect was measured 

based on the time spent in the light zone of the aquarium within 5 min of observation [22]. 

4.4.6. Assessment of GABAergic Neuromodulation 

The GABAergic neuromodulation involved in the anxiolytic effect of the extracts was identified 

through pre‐treatment with flumazenil (Fmz) (GABAA antagonist) before the light/dark test [41]. Fish 

(n = 6/group) were pretreated with Fmz (4 mg/kg; 20 μL; i.p.). After 15 min, the dose with the highest 

anxiolytic efficacy of the extracts (40 mg/kg; 20 μL; p.o.) found in the previously performed test, was 

administered.  3 % DMSO  (vehicle;  20  μL;  i.p.) was  used  as  a  negative  control. After  60 min  of 

treatments, the animals were subjected to the light/dark test. 

4.5. Statistical Analysis 

The results were expressed as mean values ± standard error of the mean for each group of 6 

animals.   After confirming the normality of distribution and homogeneity of the data, the differences 

between  the groups were  subjected  to  analysis  of variance  ‐  one‐way ANOVA,  followed  by  the 
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Tukey’s  test. All  analysis were performed using GraphPad Prism  v  software.  8.0.1. The  level  of 

statistical significance was set at 5 % (p<0.05). 

5. Conclusions 

This study showed the presence of flavonoids and saponins in the chemical composition of S. 

joazeiro,  through UPLC‐PDA‐ESI‐QDA. Among  the  biological  assays  tested,  the  extract  showed 

antioxidant  potential  using  the  free  radical  scavenging methods DPPH•  and  the  radical  cation 

capture ABTS•⁺. In in vivo tests with zebrafish, the extract did not show reduced locomotor activity 

and an anxiolytic effect similar to DZP at the lowest dose tested (40 mg/kg) mediated by the activation 

of the GABAA receptor, without showing toxicity within 96 h.   

These results suggest that S. joazeiro is a promising candidate for the development of specialized 

CNS‐associated clinical  trials. Research aimed at evaluating pharmacokinetics/pharmacodynamics 

and bioavailability, such as the encapsulation of nanoparticles, can help in the controlled delivery of 

the bioactive compounds present and assist in the progress of research. 
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