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RESUMO

A utilizacdo de matérias-primas para a producdo de medicamentos exige criteriosa
inspecdo para que seja classificada como apta ao processo industrial. Nesse sentido, se faz
necessario o estabelecimento de técnicas e critérios a serem inseridos em compéndios
oficiais, como no Brasil, a Farmacopeia Brasileira (FB). Com o langcamento da Politica de
Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos, no ano de 2006, o mercado nacional de
produtos naturais recebeu um forte impulso para o desenvolvimento do setor fitoterapico.
Dentre as plantas com possivel exploracdo pela industria de fitoterdpicos, destacamos a
leguminosa Erytrina verna Vell., popularmente conhecida como mulungu, que é uma
espeécie arbdrea, nativa do sudeste do Brasil, medindo cerca de 15 metros e apresentando
flores vermelho-vivo em cacho. Inimeros estudos creditam aos alcaloides contidos na
espécie as suas propriedades ansioliticas, anticonvulsivante, analgésica, entre outras.
Neste contexto, o objetivo do presente estudo foi definir os parametros para o controle de
qualidade das cascas de Erythrina verna, droga vegetal inscrita na primeira edicdo da FB.
Assim, foram determinados os pardmetros de identificagdo por Cromatografia em
Camada Delgada e os parametos fisico-quimicos farmacopeicos como material estranho,
cinzas totais e perda por dessecacdo. Desenvolveu-se um método por Cromatografia a
Liguido de Alta Eficiéncia (CLAE) acoplada a detector de arranjo de diodos (CLAE-
DAD) para a quantificacdo dos alcaloides de E. verna, com a adi¢do de bromidrato de
galantamina como padrdo interno. O método cromatografico proposto foi validado
conforme parametros preconizados pela RDC 166/17, e demonstrou ser linear, sensivel,
especifico, preciso, exato e robusto para analise quantitativa dos extratos alcaloidicos das
cascas de Erythrina verna Vell.. A fim de maximizar o rendimento do teor total de
alcaloides das cascas de Erythrina verna, empregou-se a técnica de delineamento
experimental de Box-Behnken Design (BBD). Para isto, 0 modelo verificou a influéncia
da relacdo planta: solvente (X;), tempo de extracdo (X,) e granulometria (X3) no
rendimento do extrato alcaloidico das cascas de E. verna. Os resultados demonstraram a
influéncia dos fatores estudados, sendo que a condi¢do 6tima para a extracéo de alcaloides
de E. verna encontra-se na razdo droga:solvente 1:60 (m/v), tempo de 5,47 horas com
faixa granulométrica de 710-1000 um, proporcionando um rendimento estimado pelo
modelo matematico de 0,625 g%. Do extrato alcaloidico obtido, foram isolados 5
compostos por CLAE, que foram analisados através de Cromatografia Gasosa acoplada a
Espectrometria de Massas (CG-EM) e Espectrometria de Massas de Alta Resolucdo —
lonizacdo de Eletrospray (EMAR-IES). Assim, foi possivel identificar um alcaloide
pertencente a subclasse dienoide, 11-hidroxi-eritravina, e quatro alcaloides alcenoides:
11-hidroxi-eritratidinona, 3-demetoxi-eritratidinona, eritratidinona e dihidroerisotrina.



Ainda, a metodologia de CLAE desenvolvida neste trabalho permitiu distinguir as quatro
espécies de cascas de Erythrina (E. verna, E. velutina, E. poeppigiana e E. falcata)
utilizadas sob a mesma denominacdo comum e diferentes partes de E. verna (cascas,
flores e folhas). Tendo em vista os efeitos dos alcaloides eritrinicos sobre o sistema
nervoso central, a fragdo de alcaloides totais otimizada de E. verna foi avaliada quanto a
seus efeitos inibitorios frente a enzima Monoamina Oxidase (MAO), utilizando modelo
de zebrafish. E. verna apresentou uma concentracdo inibitéria de 50% (Clsg) de 0,8538 +
0,1806 mg/mL. Considerando que ndo existem dados farmacopeicos disponiveis sobre
cascas de E. verna, esses resultados podem ser Uteis para o controle de qualidade e para
produzir derivados padronizados.
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ABSTRACT

The use of raw materials for the industrial production requires careful inspection to be in
accordance of quality control parameters. In this sense, it is important to establish
techniques and criteria to be inserted in official compendia, as in Brazil, the Brazilian
Pharmacopoeia. The National Policy on Medicinal Plants and Phytotherapy was
published in 2006 and the national market of natural products received a strong incentive
for the development of phytotherapics. Among plants with industrial interest, we
highlight the leguminous Erytrina verna Vell., popularly known as mulungu. E. verna s a
tree, measuring about 15 meters, native from southeastern Brazil and showing bright red
flowers in a bunch. Several studies correlate the alkaloids of this specie with their
anxiolytic, anticonvulsive, analgesic and others properties. In this context, this study
aimed to determinate parameters for quality control of Erythrina verna trunk barks, plant
drug enrolled in the first edition of BF. Thus, it was performed the identification
parameters by Thin Layer Chromatography and the pharmacopoeial physicochemical
parameters, such as foreign matter, total ashes and loss on drying. A method by high-
performance liquid chromatography coupled with a diode array detector (HPLC-DAD)
was developed for quantification of E. verna alkaloids using galantamine hydrobromide
as internal standard. The proposed chromatographic method was validated according to
the RDC 166/17 and was linear, sensitive, specific, precise, accurate and robust for the
guantitative analysis of the E. verna trunk barks alkaloid extracts. In order to maximize
the yield of total alkaloid content of E. verna trunk barks, the Box-Behnken Design
(BBD) experimental design was employed. So, the model verified the influence of the
plant: solvent ratio (X1), extraction time (X2) and granulometry (X3) on the alkaloid
extract yield of E. verna trunk barks. The results showed the influence of these factors
and the optimal condition for alkaloids extraction of E. verna was on the drug: solvent
ratio 1:60 (w/v), time of 5.47 hours with granulometric range of 710-1000 um. The
estimated yield of the mathematical model was 0.625 g%. It was isolated by HPLC 5
compounds from the alkaloids extract which were analyzed by GC-MS and HRMS-ESI.
Thus, it was possible to identify one alkaloid of dienoid subclass, 11-hydroxyerythravin,
and four alkenoid alkaloids: 11-hydroxyerythratidinone, 3-demethoxyerythratidinone,
erythratidinone and dihydroerysotrine. Also, the CLAE methodology developed in this
work allowed to distinguish four Erythrina bark species (E. verna, E. velutina, E.
poeppigiana and E. falcata) used under the same common denomination and different
parts of E. verna, (barks, flowers and leaves). Taking in account the effects of erythrin
alkaloids on central nervous system, the optimum total alkaloid fraction of E. verna was
evaluated for its inhibitory effects against the Monoamine Oxidase (MAQO) enzyme using



a zebrafish model. E. verna showed an inhibitory concentration of 50% (ICs;) of 0.8538 +
0.1806 mg/mL. Considering that there are no pharmacopoeial data available for E. verna
trunk barks, these results may be useful for quality control and to produce standardized
derivatives.

KEYWORDS:

Erythrina verna, alkaloids, phytotherapics, quality control.
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I. INTRODUCAO







Produtos naturais sempre formaram a base da medicina popular, porém nos Gltimos
anos esse perfil se intensificou e extrapolou os limites da mesma. Recentemente novas
terapias foram introduzidas como complementares aos processos convencionais,
destacando-se 0 emprego de produtos isentos de agrotoxicos, também chamados de
organicos, ou seja, produtos menos agressivos a natureza e a saude dos usuarios. Ainda,
dez anos atrds, o Ministério da Saude lancou um programa para uso de terapias
complementares, o qual ganhou grande repercussdo e atualmente encontra-se em
expansdo. Neste contexto, inserem-se os produtos fitoterapicos e seus derivados, 0s quais
devem apresentar efeitos terapéuticos comprovados por ensaios clinicos, composicao
guimica definida, garantia de qualidade e seguranc¢a de uso para a populacdo (BRASIL,
2014).

Estima-se que o mercado mundial de fitoterapicos movimentou cerca de US$ 26
bilhdes no ano 2011. O mercado nacional de fitoterapicos no ano de 2008 era composto
por 119 empresas que possuiam registro de seus produtos junto a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), movimentando aproximadamente US$ 1,1 milhdes por
ano (ALVES, 2013). Levantamentos publicados demonstraram que, até margo de 2008
haviam 512 medicamentos fitoterapicos registrados na ANVISA, sendo 80 associacGes e
432 simples. Esses medicamentos eram produzidos a partir de 162 espécies vegetais que
possuiam derivados registrados (matéria-prima vegetal e extratos), cabendo destacar que a
macica maioria dessas plantas (70%) ndo era nativa da America do Sul (CARVALHO et
al., 2008).

Recentemente, a Farmacopeia Brasileira lan¢ou o segundo suplemento a sua 5 Ed.
no qual consta uma atualizacdo de todas as espécies vegetais e seus derivados que
possuem protocolos de qualidade. Neste constam 147 monografias referentes a 85
distintas espécies vegetais. Esta publicacdo torna invalidos todos os protocolos
anteriormente publicados nas diversas edi¢cdes da FB (FARMACOPEIA BRASILEIRA,
2017).
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O Governo Brasileiro tem estimulado, nos programas de sadde publica, o
atendimento primario através do Programa de Salude da Familia (PSF), sob o enfoque da
atencdo primaria. Entre diversas propostas encontra-se a utilizacdo de terapias
tradicionais, como o emprego de plantas medicinais. Cumpre referir que o Orgéao
responsavel pela normatizacdo do setor de programas de saude é a ANVISA, que tem por
objetivo proteger e promover a salde da populagdo, atraves da garantia da seguranca
sanitaria de produtos e servicos a ela disponibilizados no mercado (BRASIL, 1999;
SILVA et al., 2006). Varias foram as politicas publicas relacionadas a satde, induzindo a
utilizacéo de plantas medicinais na prevencao e no tratamento de enfermidades (BRASIL,
2006a,b). Neste contexto, o Ministério da Saude publicou, atraves do Programa Nacional
de Plantas Medicinais e Fitoterapicos, uma lista contendo 71 plantas medicinais que
apresentam potencial para gerar produtos de interesse ao SUS (Relagdo Nacional de
Plantas Medicinais de Interesse ao SUS-RENISUS, 2009).

Dentre as espécies descritas na lista supramencionada, encontra-se a leguminosa
Erytrina verna Vell. (sinonimia de E. mulungu Mart. ex Benth.), da familia Fabaceae.
Trata-se de uma espécie arbdrea nativa do sudeste do Brasil (litoral sudeste), que mede
cerca de 15 metros, com flores vermelho-vivo em cacho, folhas compostas, trifoliadas e
grandes (em média atingem 12cm). Popularmente a E. verna € conhecida por mulungu,
amansa-senhor, bico-de-papagaio, canivete, cotriceira, flor-de-coral, suina-suind, arvore-
de-coral, mulungu-coral, capa-homem, tiriceiro entre outros (LORENZI, 1992 e 2002;
BISBY et al., 1994; UNOSIC et al.; 2003, DANTAS et al., 2004, PEREIRA &
MACHADO, 2008).

O género Erythrina compreende mais de 100 espécies, das quais 70 sdo nativas da
Ameérica, com ampla distribuicdo nas regides tropicais e subtropicais do mundo. No Brasil
podem ser encontradas 12 espécies de Erythrina, destacando-se E. velutina e E. verna
como as de maior importancia, tanto como medicinais quanto pelo emprego como

ornamentais e sombreadoras das lavouras de café e de cacau. O nome Erythrina, do grego
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“erythros”, significa “vermelho” em alusdo a cor de suas flores (CUI et al., 2008;

VIRTUOSO et al., 2005; CRAVEIRO et al., 2008).

E de longa data o interesse pelas propriedades dessa planta, ja que a mesma se
encontra descrita na primeira edicdo da Farmacopeia Brasileira, que entrou em vigor
através do Decreto n°® 17.509, de 4 de novembro de 1926. A monografia apresenta a
descricdo macro e microscopica das cascas da planta, bem como prova de identificacdo da
presenca de alcaloides, controle de impurezas e avaliacdo de sua atividade bioldgica. Esta

avaliacdo refere-se a um ensaio de letalidade em camundongos.

O primeiro estudo quimico de espécie do género Erythrina foi publicado em 1937
por Folkers e Major (CRAVEIRO et al., 2008). A partir desse, deu-se inicio a uma série
de trabalhos de isolamento e identificacdo de varias substancias, dentre elas destacam-se

os alcaloides.

Trabalhos enfocando E. verna permitiram a identificacdo de erisotrina, eritrartina e
seus oOxidos, em extratos de folhas, além de outros grupos de metabdlitos, como
flavonoides e terpenos (SARRAGIOTO & MARSAIOLI, 1981; NKENGFACK et al.,
1994; GARCIA-MATEOS, SOTO-HERNANDEZ & KELLY, 1998; FLAUSINO et al.,
2007). Mais recentemente, Feitosa e colaboradores (2012), relataram a presenca de
erisotrina, eritratidina, eritratidinona, seu epimero e hidroxi derivado nas cascas de

material adquirido de fornecedor nacional.

Em trabalho anterior realizado no laboratorio de Farmacognosia desta Faculdade,
identificamos variabilidade no perfil quimico e na concentracdo de alcaloides totais
presentes em E. verna. Outras diferencas constatadas foram decorrentes da idade, da parte

da planta analisada e da localizacéo geografica.

Para alguns extratos e alcaloides identificados na espécie foram caracterizadas
atividades anticonvulsivante, ansiolitica, hipotensora, anti-inflamatoria, hipnotica e
analgésica (GARCIA-MATEOQOS, SOTO-HERNANDEZ & KELLY, 1998; ONUSIC et
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al., 2003; MARCHIORO et al., 2005; FLAUSINO et al., 2007; VASCONCELLOS et al.,
2003 e 2007; RAUPP et al., 2008). Na medicina popular, as cascas e flores da espécie sdo
utilizadas no tratamento da asma, insbnia, tosses de fundo nervoso, como febrifugo,
calmante e outras (SARRAGIOTTO, LEITAO-FILHO & MARSAIOLI, 1981; ONUSIC
etal., 2003; PEREIRA & MACHADO, 2008).

E importante destacar que as informacdes bibliograficas disponiveis sobre a
espécie sdo escassas restringindo-se, principalmente, a investigagdo da atividade
farmacologica de E. verna. Os dados quimicos disponiveis séo referentes aos alcaloides
com nucleo eritrinico (por exemplo: erisotrina, erisotrina-N-6xido, eritrartina e eritrartina
N-0xido), que sdo também encontrados em diversas partes da planta e ainda, comuns a
outras espécies do género Erythrina, 0 que pode ocasionar substituicdo de extratos

obtidos a partir das matérias-primas de diferentes espécies (BISBY et al., 1994).

Assim, a comparacdo dos perfis metabolicos (fingerprint) das amostras € uma
importante ferramenta para a correta identificacdo da espécie e estabelecer critérios de
diferenciacdo para espécies correlatas ou amostras inadequadas. Ao observarmos o
mercado de matérias-primas para a producéo de fitoterapicos a base de E. verna, percebe-
se que a grande maioria dos fornecedores comercializa o produto somente pela
denominacgdo de Mulungu. Este fato é problematico ja que E. velutina Willd também é
conhecida popularmente como mulungu e apresenta composicdo quimica diferente
(BISBY et al., 1994).

Uma vez que os principais produtos ativos desta matéria-prima sdo alcaloides e
que esta classe quimica tem como caracteristica intensa atividade biolédgica e, que a
maioria dos fitoterapicos sdo utilizados pela populacdo sem prescricdo médica, torna-se
imprescindivel o estabelecimento de rigidos parametros de controle de qualidade dos

produtos disponibilizados no mercado nacional de fitoterapicos.

Onusic e colaboradores (2003) demonstraram que o tratamento crénico em ratos

com o extrato hidroalcoolico das inflorescéncias de E. verna apresentou atividade
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ansiolitica. Nas concentracdes de 50, 100 e 200 mg/kg o extrato aumentou o tempo de
inicio da locomocdo sem interferir na atividade de locomocédo e tempo de transicdo no

modelo claro/escuro similarmente ao medicamento referéncia diazepam.

Vasconcellos e colaboradores (2003 e 2007) testaram as atividades farmacoldgicas
do extrato hidroalcoolico das cascas de E. mulungu (E. verna) e E. velutina em
camundongos. Num primeiro momento foi demonstrada a atividade antinociceptiva do
extrato bruto de ambas as espécies nas concentracdes de 200 e 400 mg/kg no teste de
contracbes abdominais induzidas por acido acetico. Além de suas atividades
antinociceptivas, ambas as espéecies apresentam atividades anticonvulsivantes somente no

teste de convulsdo induzida pela estricnina nas concentracdes de 200 e 400 mg/kg.

Flausino e colaboradores (2007) relataram acfes ansioliticas para o extrato
hidroalcodlico das inflorescéncias e para os alcaloides isolados (eritravina e
hidroxieritravina) em camundongos. Os resultados demonstraram atividade nas
concentragdes de 100 e 200 mg/kg de extrato bruto, 3 e 10 mg/kg de eritravina e 10
mg/kg para hidroxieritravina, comparaveis ao diazepam. Sendo que hidroxi erisotrina ndo

apresentou a mesma atividade que os demais alcaloides.

Considerando o emprego farmacoldgico de Erythrina verna e a auséncia de
monografia farmacopeica atualizada, faz-se necessario o desenvolvimento de técnicas que
permitam a diferenciacdo, classificacdo e quantificacdo da matéria-prima contida no
mercado. Tal monografia possibilitara a comprovacdo da qualidade dos insumos
utilizados pela industria nacional de Fitomedicamentos, garantindo assim, a

confiabilidade exigida pelo setor.
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Il. OBJETIVOS







O objetivo geral deste trabalho consistiu no desenvolvimento de método para o controle

quimico das cascas de Erythrina verna, visando estabelecer critérios de qualidade dos

insumos disponiveis para 0 mercado nacional de produtos farmacéuticos fitoterapicos.

Os objetivos especificos incluiram:

Desenvolvimento de método para andlise qualitativa e quantitativa da droga
vegetal;
Validacdo de método por CLAE-DAD para a quantificacdo do teor de alcaloides
totais de E. verna,
Isolamento dos compostos majoritarios de E. verna por CLAE-DAD preparativo;
Caracterizacdo dos compostos isolados por métodos espectroscopicos;
Otimizacdo do método extrativo utilizando metodologia de delineamento
experimental Box—Behnken;
Comparacdo da composicdo quimica de E. verna:

o nas diversas partes da espécie;

o em espécies coletadas em diferentes locais.
Anélise de diferentes amostras adquiridas no mercado nacional:

o Ensaios fisico-quimicos;

o Verificacdo do perfil quimico (fingerprint);

o Quantificagdo do teor de alcaloides totais na matéria-prima vegetal.
Avaliacdo da atividade inibitéria frente a enzima Monoamina Oxidase (MAO)

utlizando cérebros de zebrafish.
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I1l. REVISAO DO TEMA - ARTIGO 1
The Genus Erythrina L.: a review on its Alkaloids, Preclinical and Clinical Studies
Artigo publicado no periddico Phytotherapy Research
doi: 10.1002/ptr.6321







A revisdo do tema é constituida por artigo cientifico publicado, conforme referéncia
abaixo, que no texto completo da tese defendida ocupa o intervalo compreendido entre as
paginas 35 — 90.

Rambo, D.F.; Biegelmeyer, R.; Toson, N.S.B.; Dresch, R.R.; Moreno, P.R.H.; Henriques,

A.T. The genus Erythrina L.: A review on its alkaloids, preclinical, and clinical studies.
Phytotherapy Research, 2019. doi: 10.1002/ptr.6321. [Epub ahead of print]
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IV. CAPITULO I

Determinacdo dos Parametros Fisico-Quimicos para Monografia Analitica
e Avaliacdo de Atividade Biologica







O texto completo do capitulo 1, que no texto completo da tese defendida ocupa o
intervalo de paginas compreendido entre as paginas 93— 120, foi suprimido por tratar-se
de manuscrito em preparacdo para publicacdo em periddico cientifico. Trata sobre a
determinacdo dos parametros fisico-quimicos para o controle de qualidade das cascas de
Erythrina verna, avaliacdo do perfil quimico por cromatografia em camada delgada e
desenvolvimento do método por cromatografia a liquido de alta eficiéncia para
quantificacdo dos alcaloides. Adicionalmente, apresenta a avaliacdo da atividade da
fracdo de alcaloides totais de E. verna frente a atividade da enzima monoamina oxidase

(MAO), empregando modelo de zebrafish.
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V. CAPITULO 2 - ARTIGO 2

Box-Behnken experimental design for extraction optimization of alkaloids from Erythrina
verna Vell. trunk barks and LC Method Validation

Artigo submetido ao periddico Industrial Crops and Products







O texto completo do capitulo 2, que no texto completo da tese defendida ocupa o
intervalo de paginas compreendido entre as paginas 123 — 169, foi suprimido por tratar-se
de manuscrito submetido ao periodico Industrial Crops and Products. Este capitulo
apresenta a validacdo do método desenvolvido por CLAE/DAD para quantificacdo dos
alcaloides de Erythrina verna, bem como o isolamento a caracterizacdo dos alcaloides
majoritarios, analisados através de Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de
Massas (CG-EM) e Espectrometria de Massas de Alta Resolugdo — lonizacdo de
Eletrospray (EMAR-IES). Ademais, consta da descricdo da técnica de delineamento
experimental de Box-Behnken Design (BBD) para otimizacao da extracdo dos alcaloides
através da avaliacdo da influéncia da relacdo planta: solvente (X1), tempo de extracdo
(X2) e granulometria (X3).
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VI. DISCUSSAO GERAL







Incentivando a utilizacdo de plantas medicinais como matéria-prima para o
tratamento de enfermidades, o Ministério da Saude (MS) lancou a Politica Nacional de
Plantas Medicinais e Fitoterapicos no ano de 2006, que visa desenvolver o cuidado basico
nas unidades de salde através de plantas medicinais. Sua criagdo pelo MS estipulou a
determinacdo de regras para utilizacdo da fitoterapia baseada em achados cientificos
(BRASIL, 2006a; WHO, 2007; FIGUEREDO et al, 2014).

Para a utilizagdo como matéria-prima vegetal, destinada a producdo de
fitoterapicos, é necessario que essas plantas contenham niveis minimos de qualidade.
Nesse sentido, cabe a industria farmacéutica assegurar a qualidade dos seus insumos
através de ensaios, ficando a critério dos compéncios oficiais fornecer os niveis de
aceitacdo para tais produtos (ALVES, 2013; CASTRO & ALBIERO, 2016).

Mesmo o Brasil sendo considerado o pais com a maior biodiversidade vegetal do
planeta, em uma breve analise na literatura, percebe-se o pequeno numero de dados
relativos as matérias-primas nativas brasileiras, ficando a producdo nacional de
fitomedicamentos, a cargo de matérias primas de origem estrangeira. Desta forma, torna-
se imprescindivel que centros de pesquisa, como as universidades, fomentem estudos para
0 estabelecimento dos critérios de analise, uma vez que a falta destes, apresenta-se como
ponto critico de todo o processo industrial (ALVES, 2013; CASTRO & ALBIERO,
2016).

No desenvolvimento de metodologias analiticas, tanto para o controle de qualidade
ou pesquisa, ha a necessidade da investigacdo e otimizacdo de inimeros parametros, que
vao desde as etapas de preparo, extracdo seletiva do metabdlito de interesse, isolamento
cromatografico, deteccdo e quantificacdo, devendo estes serem intensivamente estudados
(LIANG et al., 2004).

O processo de validagdo constitui uma das etapas de maior importancia no
desenvolvimento de metodologias analiticas, esta etapa visa assegurar que o metodo

proposto seja capaz de produzir resultados fidedignos ao analito estudado. Para esse
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processo, a ANVISA recomenda a utilizacdo da RDC N° 166, de 24 de Julho de 2017,
devendo ser comprovados os critérios de especificidade, linearidade, intervalo, precisédo,
sensibilidade, limite de quantificacio e exatiddo adequados a anélise (SIMOES et al.,
2017).

Face a potencialidade do tema, nosso grupo de pesquisa tém focado ha anos no
desenvolvimento de metodologias que contemplem tal escopo. Dando sequéncia a estudos
desenvolvidos por Rambo e colaboradores (2013), foi realizada a melhoria do método de
separacdo dos alcaloides de eritrina por cromatografia a liquido de alta eficiéncia, uma
vez que 0 método apresentado ndo possibilitava boa separacéo (resolucdo) dos compostos

e ainda, demandava grande periodo de anéalise (cerca de 70 minutos) (Figura 1).
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Figura 1: Perfil cromatogréfico apresentado por Rambo e colaboradores (2013), baixa
resolucdo cromatografica e longo periodo de analise.

Para obter uma melhor separacdo dos compostos alcaloidicos contidos no extrato
das cascas de E. verna, foram testados varios sistemas eluentes, diferentes proporcdes de
fase movel, fluxo, tempos de analise e colunas. A técnica que melhor satisfez as
condicdes cromatograficas foi a utilizacdo de coluna de 250 mm de comprimento e 4 mm

de didmetro interno, empacotada com silica quimicamente ligada a grupo octadecilsilano
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(3 um). Sabe-se que a eficiencia de uma técnica de separacdo de compostos é determinada
pela resolucdo da separacdo em funcdo ao tempo de analise. Esse capacidade pode ser
expressa pelo numero de pratos tedricos (N), o qual é determinado diretamente no
cromatograma por meio da relagdo entre o tempo de retencdo de um composto e a largura
de sua base (LANCAS, 2011; JANDERA & HAJEK, 2017).

Com a evolugdo das técnicas de analise, no anseio de melhorar a eficiéncia das
colunas, o tamanho médio das particulas da fase estacionaria foi sendo reduzido,
apresentando atualmente, nas colunas cromatograficas de alto desempenho, particulas de
3 um com grande capacidade de interagdo com os analitos. Uma vez que reduzindo-se o
tamanho das particulas da fase estacionaria, pode-se operar com fluxos maiores, sem
perda de eficiéncia, consequentemente, diminuindo o tempo de analise (LANCAS, 2011;
JANDERA & HAJEK, 2017).

Para a selecdo da fase movel e criagdo de um sistema de eluicdo, levou-se em
consideracdo o potencial de ionizacdo dos alcaloides, que por apresentarem nitrogénio,
sofrem influéncia do pH. Ainda, o0 método deveria proporcionar a separacdo de amostras
gue contenham inimeros compostos, na maioria das vezes compostos de mesmo nucleo
estrutural (LANCAS,2011; JANDERA & HAJEK, 2017).

A fase movel selecionada é constituida de dietilamina R, agua R:TFA (0,1:99,9:até
pH=3V/V) na fase A e - dietilamnina R: acetonitrila R (0,1:99,9 V/V) na fase B. A maioria
dos alcaloides possui propriedades basicas, com solubilidade em solventes organicos e
ndo em agua. A adicdo de fases moveis acidas resultara na protonacdo do nitrogénio da
base livre alcaloidica, resultando em um composto sollvel em agua. Cabe ressaltar a
instabilidade da silica das fases estaciondrias, tanto frente a fases moveis acidas como
basicas, o0 que pode resultar na perda de eficiéncia da coluna analitica (VERPOORTE,
2000).

O perfil alcaloidico do extrato das cascas de Erythrina verna (EV-2) apresentou

cinco picos majoritarios como pode ser observado na Figura 2.
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Figura 2: Perfil cromatografico alcaloidico obtido das cascas de Erythrina verna. Todos
0s picos apresentam espectro de ultravioleta compativel com alcaloides em 230nm.

Os perfis de ultravioleta apresentados demonstram a presenca de alcaloides

eritrinicos aromaticos isoquinolinicos, subtipo dienoide e alcenoide, sendo estes

diferenciados pela dupla ligacdo nos atomos de C1, 2, 6 e 7, enquanto o segundo grupo

possui apenas uma ligacdo dupla na posicdo 1,6, (Figura 3) (REIMANN, 2007;
FEITOSA, 2014).
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I

Figura 3: Estrutura molecular dos alcaloides eritrinicos (1), subtipo dienoide (Il) e
alcenoide (I11).

Quando analisados perante ao seu espectro de ultravioleta, esses compostos
apresentam maximos de absorcdo de aproximadamente 235-240 e 285-290 nm, valores
similares aos encontrados no extrato alcaloidico das cascas de E. verna, que apresentam
maximos de absorcdo entre 228-231 e 279-281 nm (Figura 4), caracteristicos dos
alcaloides eritrinicos isoquinolinicos (SANGSTER & STUART, 1964).
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Figura 4: Espectro de ultravioleta dos alcaloides das cascas de E. verna, bem como o
radical dos alcaloides eritrinicos isoquinolinicos.

Na auséncia de substancia referéncia comercial contida na planta, conforme
recomendacdo RDC 166/17, artigo 16- Paragrafo Unico, utilizou-se método de
padronizacdo interna, onde uma substancia referéncia é adicionanda em concentracdes
conhecidas, servindo de parametro para o doseamento das substancias da amostra de
interesse (FORTUNATO, 2017). Escolheu-se a galantamina, por ser também um
alcaloide, por apresentar similaridade estrutural e de peso molecular (287,354g/mol) aos
alcaloides eritrinicos (PATEL et al, 2017).

De acordo com ICH (2005) e a RDC N° 166, DE 24 DE JULHO DE 2017
(BRASIL, 2017), um método para ser utilizado deve ser valiadado e para isso deve
submeter-se a testes que confirmem sua eficiéncia em termos de especificidade,

linearidade, repetibilidade, precisdo intermediaria e robustez.

O metodo proposto apresentou adequado comportamento quando submetido aos
ensaios de validacdo. Como critérios de verificacdo da aceitabilidade dos resultados
seguiu-se as recomendacfes da RDC 166/17 que norteia tal defini¢cdo, por exemplo, a
curva analitica realizada apresentou coeficiente de determinacdo (r’) com valor de
0,9985, valor de acordo com o preconizado pela RDC 166/17 que estabelece um r?

minimo de 0,990.
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Ainda, os valores experimentais obtidos para analise do teor de alcaloides em
cascas de E. verna, indicaram uma boa precisédo intra-dia, uma vez que RSD foi de 3,85%.
A variabilidade inter-dias foi determinada a partir de ensaios em 3 dias consecutivos e
demonstrou uma RSD média de 2,99%. Ao analisarmos a legislagcdo vigente (RDC
166/17), pode-se observar que, segundo o Art. 39, os critérios de aceitacdo devem ser
definidos e justificados de acordo a proposta do método, ou seja, variacBes serdo aceitas
dentre a complexidade da amostra. Com esses resultados, fica evidente a eficiéncia do
método proposto, bem como a escolha do alcaloide galantamina para a quantificacdo dos

alcaloides das cascas de E. verna.

Com o método de quantificacdo validado, partiu-se entdo para a otimizacdo das
condicbes extrativas dos alcaloides de Erythrina verna por Box—-Behnken, ja que sem a
guantificacdo, seria impossivel determinar pequenas alteracdes de teor sem um método
validado.

Uma vez definidos os parametros iniciais da técnica de extracdo como método de
extracdo e solvente (modelo de primeira ordem), aplicou-se um modelo exploratério de
segunda ordem (Box-Behnken) para monitorar a Superficie de Resposta (Método
Superficie de Resposta-MSR) envolvida na extracdo dos alcaloides de E. verna. A
técnica de Box-Behnken é uma das mais conhecidas em metodologia de superficies de
respostae e € obtida pela subtracdo de pontos de um planejamento fatorial de trés niveis
original, sua principal vantagem ¢ a reducdo do namero de ensaios para estudar um maior
numero de fatores (FERREIRA et al, 2007).

Foi determinada a influéncia dos parametros como relacéo planta: solvente (X,),
tempo de extracdo (X,) e granulometria (Xs3). Os resultados evidenciaram a influéncia no
rendimento do teor de alcaloides dos parametros X;, X, € X3 em sua fungéo linear, bem
como de seus termos quadraticos (X; e X;). Assim, pode-se concluir que esses fatores

apresentam relevancia nos processos de extracdo de alcaloides, ficando expresso na
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curvatura do modelo apresentado, que os fatores X, e X, apresentam maior peso frente a

resposta do teor de alcaloides.

Bulduk e colaboradores (2015) demonstraram uma maior influéncia da relagao
planta:solvente no rendimento de morfina juntamente com o tempo de extracdo e as
variaveis de pH. Teng e Choi (2012), demostraram importancia semelhante na obtencéo
de alcaloides, apresentando que tanto os termos lineares quanto a interagédo do tempo e
razdo planta:solvente influenciaram significativamente o teor total de alcaloides. Kaiser e
colaboradores (2013) também revelaram que a proporcdo planta: solvente é um fator
significativo para a extragdo de alcaloides por maceragdo dinamica aplicando o design

Box-Behnken.

Assim, o rendimento 6timo previsto pelo modelo matematico foi de 0,625 g%,
utilizando uma relacédo planta: solvente de 1:60 (m/v), 5,47 horas e uma gama de
granulometria de 710-1000 um. Aplicando as condicGes otimizadas foi obtido uma média
de teor de alcaloides de 0,597 + 0,016 g%. O modelo polinomial de segunda ordem
demonstrou uma capacidade preditiva de 95,57 = 2,586%. Dentre os valores observados
na literatura, 0 modelo apresentou uma boa resposta, tendo em vista a quantidade de
variaveis envolvidas na extracdo de compostos de interesse e a origem complexa da
matriz de estudo (KAISER et al, 2013; KLANIAN & PRECIAT, 2017).

Devido a falta de metodologia analitica oficial para a determinacéo de alcaloides
de Erythrina verna, poucos dados referentes ao teor de alcaloides sé@o encontrados na
literatura. As amostras estudadas apresentaram variabilidade quantitativa, tendo o teor
médio variando entre 0,01 e 1,400%, de alcaloides totais. Esses valores encontram-se
compativeis aos valores apresentados na literatura para outras espécies, apresentando
valores entre 0,009 a 1,37% em diferentes partes de plantas do género Erythrina
(FOLKES & KONIUSZY, 1940; GARCIA-MATEOS et al, 1998 e 2002).
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Nota-se também, que além da variabilidade quantitativa do teor de alcaloides de
E. verna, ha grande variabilidade qualitativa, tendo inUmeras amostras apresentado perfil
cromatografico completamente distinto ao apresentado pelas amostras coletadas e
identificadas botanicamente. Fato ndo incomum, tendo em vista indmeros relatos
apresentados na literatura, de inconsisténcias na qualidade das amostras vegetais
encontradas no mercado de produtos naturais (BOOKER et al, 2016a; BOOKER et al,
2016b; CALAHAN et al, 2016). Ainda, a questdo da alteracdo das matérias-primas
vegetais engloba aspectos de satde publica, uma vez que esses produtos podem ser alvos
de adulteracdo intencional pela adicdo de agentes farmacologicos para produzir a téo
esperada atividade terapéutica a qual se propdem (CALAHAN et al, 2016).

Esse pensamento impacta no cerne do senso comum, uma vez que grande parte
da populacdo cré que produtos naturais sdo isentos de contra-indicacdes e toxicidade, o
que ndo € verdadeiro, devendo cada vez mais, 0 estabelecimento de parametros que
garantam a qualidade e explicitem os riscos da utilizacdo indevida de tais produtos
(MOREIRA & GARRIDO, 2013; BOOKER et al, 2016a; BOOKER et al, 2016b; MA et
al, 2016).

A identificacdo de compostos presentes no material vegetal proporciona um
preciso aspecto para o controle de qualidade, uma vez que determinado o marcador
guimico da planta, torna-se possivel a identificacdo inequivoca da sua autenticidade,
distinguindo-a das outras espécies do género, bem como estabelece-se 0s critérios

minimos para a sua quantificacdo (VIRK et al, 2016).

Por isso, a confirmacdo da presenca de 11-hidroxi-eritravina (1), 11-hidroxi-
eritratidinona (2), 3-demetoxi-eritratidinona (3), eritratidinona (4) e dihidroerisotrina (5)
(Figura 5) torna possivel a identificagdo e a quantificacdo dos alcaloides de Erythrina
verna (FLAUSINO, 2007; FAGGION et al., 2011; FEITOSA et al., 2012; FEITOSA,
2014; GUARATINI et al., 2017).
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Figura 5: Estruturas quimicas dos alcaloides de 11-hidroxi-eritravina (1), 11-hidroxi-
eritratidinona (2), 3-demetoxi-eritratidinona (3) e eritratidinona (4) e dihidroerisotrina (5)
de Erythrina verna.

Por fim, foi otimizado o método para a determinacdo da atividade da enzima
MAO utilizando homogenato de cérebro de zebrafish, uma vez que as enzimas comerciais
apresentam elevado custo para a técnica, ficando o método alternativo para posteriores
pesquisas. Os resultados para a fracdo de alcaloides de cascas de E. verna foram
promissores, devendo ser realizados novos ensaios com os alcaloides isolados e/ou

fracdes.

182



VIlI. CONCLUSOES







Os experimentos realizados nesta tese incrementam enormemente 0s critérios para

0 controle de qualidade de matéria-prima vegetal cascas de Erythrina verna. Assim

podemaos concluir que:

Quanto a avaliacdo quimica quali e quantitativa:

v

v

O teor médio de perda por dessecacdo das amostras estudadas variou entre 1,6 a
6,7% para cascas de Erytnrina verna Vell.;

O conteudo de materiais estranhos encontrado apresenta-se baixo, indicando que as
amostras estudadas possuem a qualidade requerida para a producdo de produtos
farmacéuticos;

O teor de cinzas totais variou entre 5.35 a 9,09%;

A tecnica de Cromatografia em Camada Delgada apresentou-se eficiente para o
controle de qualidade da matéria-prima vegetal, proporcionando um controle
répido e de baixo custo;

Foram identificados os alcaloides 11-hidroxi-eritravina, 11-hidroxi-eritratidinona,
3-demetoxi-eritratidinona, eritratidinona e dihidroerisotrina;

Foi possivel inferir o teor de alcaloides de E. verna em fungdo da inclusdo de
galantamina como padréo interno na metodologia de quantificacdo dos alcaloides
totais de E. verna,

O metodo desenvolvido utilizando cromatografia a liquido de alta eficiéncia foi
validado, demonstrando ser linear, sensivel, especifico, preciso, exato e robusto
para analise quantitativa dos extratos alcaloidicos das cascas de Erythrina verna
Vell.;

O método analitico por CLAE foi capaz de distinguir as demais espécies do género
Erythrina, proporcionando uma ferramenta eficaz frente a substituicdes que
possam ocorrer na cadeia produtiva;

A técnica de delineamento experimental por Box-Behnken proporcionou uma

metodologia eficiente para a extragdo otimizada de alcaloides de E. verna;

185



A analise da Superficie de Resposta evidenciou a influéncia dos fatores: proporcao
droga:solvente, tempo e granulometria para a producdo de extrato de alcaloides
totais de cascas de E. verna;

A condicdo Otima para a extracdo de alcaloides de E. verna encontra-se na razéo
droga:solvente 1:60 (m/v), tempo de 5,47 horas com faixa granulométrca de 710-
1000 pm;

O modelo matematico obtido apresentou um teor estimado de alcaloides de 0,625
g%, sendo que a média experimental foi de 0.597 g%;

O modelo matematico apresentou uma adequabilidade de 95,57%, sendo capaz de
descrever o comportamento da técnica de extracdo de alcaloides;

A avaliacdo do teor de alcaloides para as cascas de E. verna variou entre 0,01 a 1,4
9%;

Tendo em vista a sua importancia, sugere-se a elaboragcdo de uma monografia da
espécie para a inclusdo na Farmacopeia Brasileira;

O extrato dos alcaloides de E. verna apresentou Clsy de 0,8538+0,1806 mg/mL
frente a enzima MAO de zebrafish.
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