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RESUMO

DESENVOLVIMENTO E CARCTERIZACAO DO EXTRATO DE Erythrina velutina
PARA O TRATAMENTO DE DOENCA NEURODEGENERATIVA. Aline Holanda
Silva. Orientadora: PrafDr?. Luzia Kalyne Almeida Moreira Leal. DissertacdoMestrado.
Programa de Pos-Graduacdo em Ciéncias FarmacéDmpartamento de Farmacia/Analises

Clinicas e Toxicoldgicas, Universidade Federal dar@, 2011.

Dentre as espécies do géndfnythrina (Fabaceae), duas conhecidas popularmente como
mulungu, E. velutinae E. mulungy tem comprovado interesse social e econdmico para
Brasil. E. mulunguocorre no Sudeste, pertence a Relacdo NacionBlatgas de Interesse
para o SUS (RENISUS). Fa velutinaé uma arvore amplamente utilizada no Nordeste, cuj
casca do caule é utilizada tradicionalmente narmehto da ansiedade, agitacido e insonia.
Contudo, nédo existe um produto farmacéutico comlidpde agregada e estudos
farmacoldgicos dessa espécie para justificar seungglicinal. Diante do exposto, o objetivo
do presente trabalho foi realizar o desenvolvimento controle de qualidade do extrato de
Erytrhina velutinae investigar as atividades antioxidante e neutefpm, visando seu
emprego no tratamento de doenca neurodegeneratva a Doenca de Parkinson (DP).
Inicialmente, foi validado método espectrofotonuétipara dosagem de fendis totais (FT) em
produtos derivados de. veluting sendo este especifico, linear, preciso, exatbesto. Foi
estabelecido o método de preparacao (estufa cenlaggéo e renovacao de ar — 80°C; 24h) e
especificacdes para o controle da droga vegetaxttato etandlico d&. velutina(EEEV)
produzido por percolacédo foi caracterizado quaraltear de FT (155,14 + 3,31 p EAG/mg
de extrato) e perfil cromatografico por CLAE-DADefiois: hesperidina - Tr: 18,8 min;
abssinina - Tr: 22,9 min; homoesperidina - Tr: 3hj8; acido rizonico (AR) - Tr: 32,1 min e
sigmoidina C - Tr: 38,6 min). O EEEV n&o mostrotottixicidade no teste do MTT, mas
aumentou (EEEV: 100 e 200 pg/mL) a atividade da Lédineutrofilo humano. Em células
9L/lacZ, o EEEV (100, 400, 1000g/mL) reduziu significativamente a viabilidade dafy
teste MTT. EEEV (0,0025 — 1 pg/mL) e AR (0,0025 pd/mL) ndo foram citotdxicos e
inibiram parcialmente a neurotoxicidade induzida@®HDA em células SH-SY5Y, modelo
experimental de DP, observada pela reducado sigtiifc dos niveis de nitrito/nitrato. Na
avaliacdo do potencial antioxidante, testes DPPNB3, o EEEV (10 — 200 pg/mL)
apresentou atividade sequestradora de radicags Inw teste DPPH. Os resultados obtidos no

presente estudo permitiram definir as condicfeaisdde preparacdo da droga vegetal e do



extrato, os quais foram caracterizados, incluindiidacdo de método analitico e avaliacao
farmacoldgica, comprovando o potencial antioxidanteuroprotetor do EEEV e AR.

Palavras-chaveErythrina velutina.Compostos Fendlicos. Antioxidante. Neuroprotecao.



ABSTRACT

DESENVOLVIMENTO E CARCTERIZACAO DO EXTRATO DE Erythrina velutina
PARA O TRATAMENTO DE DOENGCA NEURODEGENERATIVA. Aline Holanda
Silva. Advisor: Prof. D%, Luzia Kalyne Almeida Moreira Leal. Master Degr&eogram of
Post-Graduation in Pharmaceutical Sciences. Depattnof Pharmacy/Clinical and
Toxicological Analysis, Federal University of C&aR011.

Among the species of the genksythrina (Fabaceae), popularly known as mulunéi,
velutina and E. mulungy has proven social and economic interest to Br&ilmulungu
occurs in the Southeast, belongs to the Nationat bf Plants of Interest to the SUS
(Renisus)E. velutinais a tree widely used in the Northeast, whose diark is traditionally
used to treat anxiety, agitation and insomnia. iBguthave shown the chemical nature and
pharmacological properties of this species, whiagh o pharmaceutical studies. Based on the
above, the objective of this study was to reallze development and quality control of the
Erytrhina velutinaextract, and to investigate the antioxidant andraorotective activities,
aiming at their use in the treatment of neurodegeive disease such as Parkinson's Disease
(PD). Initially, was validated the spectrophotoreetmethod for determination of total
phenols (FT) in products derived frof. veluting which was specific, linear, precise,
accurate and robust. Was established the methprepération (oven with air circulation and
renewal of: 80°C, 24 h) and specifications for tiwatrol of the plant drug. The ethanol
extract ofE. velutina(EEEV) produced by percolation was featured ascthaent of FT
(155.14 = 3.31 pg EAG/mg) and chromatographic proftoy HPLC-DAD (Phenols:
Hesperidin (Tr: 18.6), Abssinine (Tr: 22.9 min), iHoesperidin (Tr: 31.2 min), Rizonic acid
(RA) (Tr: 32.1 min) and Sigmoidin C (Tr: 38.6 mirfEEV no showed cytotoxicity, in the
MTT test, but increased (EEEV: 100 and 200 mg/mDHLactivity in human neutrophil. In
cells 9l/lacZ, the EEEV (100, 400, 1000 mg/mL) reel cell viability, shown in the MTT
test. EEEV (0.0025 - 1 mg/mL) and AR (0.0025 - fnlgf were not cytotoxic and partially
inhibited the neurotoxicity induced by 6-OHDA in SSY5Y cells, a PD-liken vitro model,
observed by decreased on the amount of nitriteteitin evaluation the antioxidant potential,
DPPH and NBT tests, EEEV (10 - 200 mg/mL) showediaened free radical scavenging in
the DPPH test. Results obtained in this study atbwo define the ideal conditions for drug

preparation and plant extract, which have been adbarized, including validation of



analytical method and pharmacological evaluati@mainstrating the potential antioxidant
and neuroprotective of EEEV and AR.

Keywords:Erythrina velutina.Phenolic Compounds. Antioxidant. Neuroprotective.
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1 INTRODUCAO

1.1 Desenvolvimento de medicamentos a partir de pitas medicinais

A terapéutica moderna composta por medicamentos aggpes especificas sobre
receptores, enzimas e canais ibnicos néo teriapsidsivel sem a contribuicdo dos produtos
naturais, tais como as toxinas animais, 0s microsgaos e notadamente as plantas superiores
(FARNSWORTH, 1993; CALIXTO, 2000).

As plantas séo visivelmente uma importante fonte mrodutos naturais
biologicamente ativos, muitos dos quais se comstitem modelos para sintese de um grande
namero de farmacos. A razdo dessa afirmacédo éncie comprovada quando se analisa a
quantidade de medicamentos obtidos direta ou itagirente a partir de produtos naturais
(CRAGGet al, 1997; PANDEY, 1998; HARVEY, 2000). Incluem-sesteelista a digoxina,

o paclitaxol, a pilocarpina, a artemisinina, a \@stina dentre outras.

A Associacdo Brasileira das Empresas do Setortef#ipico, Suplemento
Alimentar e de Promocao da Saude (ABIFISA) relata segundo a Organizacdo Mundial de
Saude, aproximadamente 80% da populacdo mundiiatge de algum medicamento
derivado de plantas medicinais. Pesquisas tambénordgram que 91,9% da populacéo
brasileira ja fez uso desses produtos, sendo g¥%e ctftivam em casa alguma espécie de
planta medicinal. Atualmente, estima-se que o ndertmasileiro de fitoterdpicos movimente
cerca de R$ 1 bilhdo por ano (ABIFISA, 2011).

A transformacdo de uma planta em um medicamese disar a preservacao
da integridade quimica e farmacoldgica do vegefatantindo a constancia de sua acao
biolégica e a sua seguranca de utilizacdo. Pargyiatesses objetivos, a producdo de
fitoterapicos requer, necessariamente, estudosiogréy multidisciplinares, relativos aos
aspectos botanico, agronémico, fitoquimico, farngaéstico, farmacoldgico, toxicologico,
de desenvolvimento de metodologias analiticasretégicas (MIGUEL; MIGUEL, 1999). O
cumprimento dessas etapas € fundamental para @btdequm produto final com qualidade e
tecnologia agregadas (STROHL, 2000; TOLEB@L, 2003).
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Nos ultimos anos, varias desvantagens relacioreadasca de novos farmacos a
partir de produtos naturais tém sido superadaséstrda aplicacdo de novas tecnologias Uteis,
desde a realizacdo de estudos quimicos, farmasgwtitarmacolégicos. Isso vem permitido
o desenvolvimento de fitoterapicos com seguranfg@gaa e qualidade comprovadas, como
Ginkgo biloba Hypericum perforatune Valeriana officinalis que se destacam no mercado
farmacéutico internacional (SCKENKEé&t al, 2003; BLUMENTHAL, 2009). Por outro
lado, embora exista uma grande variedade de predidiurais no mercado nacional, como
xarope de guacdaMiikania glomeraty de agrido Nasturtium officinale e deHedera helix
tintura de agoniad@{umeria lancifolid e o Acheflaff creme Cordia verbenacega primeiro
medicamento com pesquisa e desenvolvimento totédmeacional, ainda ha uma caréncia
expressiva de produtos derivados de plantas quigasestudos conclusivos, comprovando
a seguranca e a eficacia clinica de seu uso, aEmnd rigoroso controle de qualidade
(SILVA et al, 2006; SOARE®t al, 2006).

A tendéncia observada para a fitoterapia no Beagsijue esta desempenha um
papel cada vez mais importante na assisténciade siipopulacdo. Em 2006, duas politicas
foram publicadas para o setor de plantas medicanfiteterapicos. A primeira foi a Portaria
Ministerial i 971, de 03 de maio de 2006, que aprova a Pold@eional de Praticas
Integrativas e Complementares (PNPIC) no Sistemieolie Satide (SUS) e a segunda foi o
Decreto A 5.813, de 22 de junho de 2006, que aprova a &oliiacional de Plantas
Medicinais e Fitoterapicos e da outras providén(BRASIL, 2006a,b). Ambas apresentam
em suas diretrizes o incentivo a pesquisa e o dek@mento com relagdo ao uso de plantas
medicinais e fitoterapicos, priorizando a biodivdase do pais (CARVALHt al, 2008).
Em 2008, por meio da Portaria Interministerial 1968, de 9 de dezembro de 2008, foi criado
o Comité Nacional de Plantas Medicinais e Fitoteg com a atribuicdo de monitorar e
avaliar o Programa Nacional de Plantas Medicindistaterapicos. E finalmente, em 2010,
foi instituido o programa Farmécia Viva no ambito3US, através da Portaria Ministeriél n
886, de 20 de abril de 2010 (BRASIL, 2008a, 2010a).

A regulamentacédo nacional em vigor para o regégrmedicamentos fitoterapicos
€ a RDC 14/2010 (BRASIL, 2010b), que contempla etsgeessenciais ao registro, como
identificacdo botéanica, padréo de qualidade, idede e provas de eficacia e seguranca que
validem as indicacles terapéuticas propostas, seowhplementada pelas IN 5/2008, que

determina a publicacéo da lista de medicamentotefépicos de registro simplificado, e IN
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5/2010, que estabelece a lista de referénciasopiidficas para avaliacdo de seguranca e
eficacia (BRASIL, 2008b; 2010c).

Percebendo os desafios inerentes ao desenvolwrderiarmacos e medicamentos
a partir de plantas medicinais, os cientistas laiass tém se dedicado ao aproveitamento
racional da biodiversidade brasileira, visando dfammar o imenso patriménio genético
natural em riquezas, que poderdo fomentar a cridedadustrias de base tecnoldgica. Esse
objetivo tem sido aos poucos alcancado gracas @mtino havido no Brasil para formar
recursos humanos qualificados através de PrograseasPds-Graduagdo na area do
medicamento. Entretanto, ainda persiste a caréml@ascursos humanos qualificados nas
areas relacionadas as etapas da cadeia produtivaedaamento, como a toxicologia,

farmacologia clinica, tecnologia farmacéutica, piexade intelectual, entre outras.

Na regido Nordeste, em particular no Ceara, psadares tém investido no
desenvolvimento de novos farmacos e medicamentmmtat da flora nativa, que possuam
vantagens em relacdo a farmacoterapia existenliea@dg no tratamento de patologias de
impacto social e econémico. Dentre as espéciesegt@n sendo investigadas, podemos
relacionarJusticia pectoralis(LINO et al, 1997; LEAL et al, 2000; FONSECA, 2009),
Myracrodruon urundeuvgVIANA et al, 2003; SOUZAet al, 2007; NOBRE-JUNIORet
al., 2009), Amburana cearensigLEAL et al, 2000, 2003; ARARUNA, 2008)Egletes
viscosa(RAO et al, 2003; CALOUet al, 2008) eErythrina velutina(VASCONCELOSet
al., 2003; 2004; 2007; 2011).

1.2 Erythrina velutina

1.2.1 Aspectos Geograficos, Botanicos e Etnofarfogmns

Ocorrendo mundialmente nas regifes tropicais &auibais, o géner&rythrina
(Fabaceae) possui cerca de 110 espécies catalpgadds que 70 sdo naturais das Américas
(VIRTUOSO, 2005), dentre as quais podemos digrthrina verna Erythrina piscidia
Erythrina americana Erythrina crista-galli Erythrina falcatg Erythrina mulungu e
Erythrina velutina Na América do Sul, estas espécies sao facilmamtentradas em paises
como Argentina, Bolivia, Paraguai, Guiana, Guiaren€esa, Colémbia, Panama e Peru. No

Brasil, estdo amplamente disseminadas em divelisosab como Mata Atlantica, Cerrado,
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Floresta Amazonica e Caatinga nordestina. No emtaloias espécies sdo consideradas como
sendo as mais importantes devido ao seu poterecabtologicoErythrina mulungu nativa

da regido Sudeste e pertencente a Relacdo Naderlantas Medicinais e Fitoterapicos de
Interesse ao SUS (RENISUS) e, a sua semelh&ngtnrina velutina proveniente da regiao
Nordeste, sendo encontrada nos estados do Marapia@n, Rio Grande do Norte, Paraiba,
Pernambuco, Sergipe, Bahia, Minas Gerais e Cehigura 1) (VIRTUOSO, 2005;
EMBRAPA, 2008; CABRAL, 2009).

O termoErythrina possui origem gregarythros que significa vermelho, em alusédo a
cor de suas flores e 0 epiteto especifieluting origina-se do latim, referindo-se a presenca
de um conjunto de pélos macios e delicados em fellzas. Outras sinonimias cientificas
encontrdas saoChirocalyx velutinusWalp., Corallodendron velutinumWilld.) Kuntze,
Erythrina aculeatissim®esf.,Erythrina splendidaDiels (EMBRAPA, 2008).

Figura 1. Mapa brasileiro identificando os locais de ocorr@cleErythrina velutina
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No Ceard, é vulgarmente chamada de mulungu, huoatténgu-da-flor-vermelha
e mulungu-da-flor-amarela; em Minas Gerais, € mamumente conhecida por muchéco e
mulunga; em estados como Paraiba, Pernambuco, Bi@&do Norte, Sdo Paulo e Sergipe,
simplesmente mulungu, nome este que se originaugp mussunguou muzungue do
africanomulungy significando pandeiro, termo possivelmente alusie som emitido pela
batida em seu tronco oco (EMBRAPA, 2008).

Erythrina velutina(Figura 2) € uma arvore de copa arredondada, decidua, um
pouco espinhenta, de caule levemente tortuoso, a&amasca apresentando até 25 mm de
espessura, sendo sua parte externa levemente ,spéeado atingir a altura maxima entre
12 e 15 m. Suas folhas sao trifoliadas, sustentpdapeciolos, medindo de 6 a 12 cm de
comprimento. As flores possuem coloracdo vermelamgjada (EPAMIG, 1993),
florescendo a partir do final do més de agostenelendo-se até dezembro, com a planta
totalmente despida de folnagem. No Ceard, entetanfloragdo ocorre mais tardiamente,
entre os meses de janeiro e fevereiro. Seus fsdislo tipo legume (vagem), contendo de 1 a
3 sementes de coloracdo vermelho-escura ou verraldhanjada. Ocorrem sob a forma de
individuos isolados ou, em alguns casos, em grpposo densos (LORENZI, 1992; DA-
CUNHA et al,1996).

Sua madeira ndo muito resistente a agentes desdores € leve e macia,
podendo ser empregada com diversas finalidades quame® a confeccdo de tamancos,
caixotarias, jangadas e brinquedos. A arvore éemwtmente ornamental, principalmente
quando florada, o que estimula seu uso no paisagismto na arborizacao de ruas, jardins e
alamedas como também em cercas vivas. Suas flostesas sdo constantemente

frequentadas por passaros que se alimentam deéseuw (LORENZI, 1992).

Na medicina popular do nordeste brasileiro, embo@a tenha ainda sido
comprovada cientificamente a eficacia e a segurdecaeu uso, as cascas do caul&de
velutina sdo consumidas na forma de infusos devido a swvagrigdades sudoripara,
emoliente, calmante e sedativa da tosse, além xikaauno tratamento contra verminoses,
hemorrdidas e bronquite. Os frutos secos e tringaduando adicionados ao tabaco, séo
usados na forma de cigarros para combater a datedte, ato que se deve a sua agao
anestésica local (MORS, 2000; AGRAal, 2007; AGRAet al, 2008).
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Figura 2. Erythrina velutinaWilld. A. Arvore em periodo de floracdo; B. Part&eas; C.

Vagens e sementes; D. Casca do caule.

Fonte: Guia de la flora autoctona de la Argentina  (http//
www.infojardin.com/foro/showthread.php?t=29585& pa@eAcesso em: 21 set. 2011).
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1.2.2 Aspectos Quimicos

O géneroErythrina é conhecido pela bioproducédo significativa de léaidas,
sendo uma das principais fontes dos alcaloidescieticos tipo eritrina, como a (+)-eritralina
e a (+)-eritratina, que foram originalmente ideoéiflos em 1937 por Folkers & Major, além
de flavonas preniladas, isoflavonas, pterocarpamosaponinas triterpenoides (AMER;
SHAMMA; FREYER, 1991; NKENGFACKet al.,, 1994).

Das sementes d&. veluting foi obtida uma lectina (STOJANOVIE! al, 1994;
MORAES et al, 1996) e vérios alcaldides, tais como a hipa&rimm alcaldide inddlico
(OSAWA et al, 2008), aléem de outros como eritralina, 8-oxo&iita, erisotrina, erisodina,
erisovina, glicoerisodina (OZAWAt al, 2009). Mais recentemente, foram isoladas cinco
novas substancias alcaloidicas, sendo &adium Erysovin 15-O-Sulfate, Erysopine 15-O-
Sulfate, 16-0O-b-D-Glucopyranosyl Coccoliree Sodium Erysovine N-Oxy-15-O-sulfage
erysodingOZAWA; KISHIDA; OHSAKI, 2011).

Nos estudos fitoquimicos realizados com as cadoasaule deE. velutina
destacam-se a identificacdo de um grande numeftad@ndides: duas flavanonas, a 5,7-
dihidroxi-4’,5’-dimetoxi-flavanona (homoesperidin® a 5, 7, 3'-trihidroxi-4'©-metil-5'-
prenilflavanona (4©-metilsigmoidina B); dois isoflavonoides, o 3,9-dioxi-10-
prenilpterocarpano (faseolidina) e a 2'-4’-dihidréxprenil-7-metoxi-isoisoflavanona
(erivelutinona) e um flavondide glicosilado inéditm género, M-[a-ramnopiranosip-
glicopiranosideo]-genisteina. Além do triterpeffiecBean-12-ene-3,28-diol e do alcaldide 3
1,2,6,7-tetradehidro-3,16-dimetoxi-eritrinan-15¢etisovina), descrito pela primeira vez nas
cascas do caule de velutina(DA-CUNHA et al, 1996; RABELOet al, 2001; CABRAL,
2009).

Ainda acerca da fitoquimica da casca do cauld&.deeluting Virtuoso (2005)
descreveu o isolamento de uma mistura de doissfeo@s, 0 estigmasterol elesitosterol, e
do alcaldide eritralina. A analise por cromatografjasosa (CG-EM) da fracdo hexéanica
mostrou a presenca de &cido fénico, acido cindmi@onirina, estigmasterof-amirina, p-

sitosterol e lupeol.



Figura 3. Substancias obtidas a partir da casca do calieydlerina velutinawilld.
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1.2.3 Aspectos Toxicolégicos e Farmacoldgicos

O extrato aquoso das folhasEeveluting obtido por infusdo, mostrou sinais de baixa
toxicidade, observada pela administracdo oral k§)gaguda em ratos de ambos 0s sexos.
Nao foram verificadas alteragbes comportamentaisasudrgaos vitais e também néo houve
registro de mortes (CRAVEIR®t al, 2008). Resultados semelhantes foram mostrados po
Bonfim et al (2001). Estudo toxicolégico avaliou o potengahotoxico do extrato alcoolico
das folhas dét. veluting por meio do teste do micronucleo em células hepagtticas de
ratos Wistar de ambos sexos. Observou-se a oc@réaalteracbes no DNA celular a partir
da dose de 50 mg/kg (OLIVEIR&t al, 2009).

Ozawaet al (2009) demonstraram um aumento da citotoxicigqadenovida por
TRAIL (tumour-necrosis-factor-related apoptosis-indugingm células jurcat, linhagem
derivada da leucemia/linfoma de linfocitos T do lemjuquando associado a alcalbides
isolados das sementes He velutina Outro alcaléide também isolado das sementek.de
veluting a hipaforina, um derivado do L-triptofano, pressar da serotonina e da melatonina,
foi capaz de induzir sono NREMndn-rapid eye movemgnem ratos normais sem

aparentemente apresentar efeitos adversos (OZAwvéh 2008).

Avaliando-se os efeitos farmacoldgicos do extratposo das folhas dE.
veluting Marchioroet al (2005) mostraram que este, nas doses de 300 eng(@, nao
apresenta atividade antiedematogénica, mas foiromado seu potencial antinociceptivo.
Dantaset al (2004) mostraram que esse tipo de extrato progteitos periféricos e centrais
que sdo dependentes da dose utilizada, uma veenguidses mais baixas, interfere com os
mecanismos envolvidos na formacdo da memdria, enguean doses mais altas, apresenta
efeito sedativo e bloqueio neuromuscular. Carvalral (2009) observaram que o extrato foi
capaz de promover contratiidade em segmentos e términal de cobaia e que o
mecanismo parece envolver a ativacdo do receptdAzAa liberacdo da acetilcolina, a
ativacéo de receptores muscarinicos, o aumentaotdada de Cd através dos canais célcio
tipo L e sua liberacdo das reservas intracelulaDeqlexo mientérico do ileo de cobaia
contém receptores GABAligados aos canais de ion cloreto que sdo farmgicaimente

semelhantes aos do sistema nervoso central.
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Virtuosoet al (2005) avaliaram o potencial microbiolégico dasaas do caule de
E. velutinacontra oito bactérias patogénicas por meio doedede difusdo em disco e
concentracado inibitéria minima (CIM). O extratoreibco e a fracdo hexano demonstraram
atividade antibacteriana contra @mfghylococcus aureusStreptococcus pyogenesm valor

da CIM sendo 9,77 mg/mL para ambas as amostras.

Em estudos preévios realizados pelo nosso grupgedquisa utilizando o extrato
hidroalcoolico ndo padronizado da casca do caulE.deeluting Vasconcelot al (2003)
demonstraram, através dos testes de contor¢cOesatad®, formalina e placa quente, que a
administragdo por via intraperitoneal do extratas rdoses de 200 e 400 mg/kg, em
camundongos fémeas, promove atividade antinoci@epindependente de receptores
opioides. Mais recentemente, Vasconcebal (2011) mostraram que esse extrato, também
nas doses de 200 e 400 mg/kg, apresentou ativaddoklematogénica, em modelo de edema
de pata induzido por dextrano, processo o quabjeadalacdo de mastocitos exerce um papel

importante.

Ainda em nosso grupo de pesquisa e continuandestglos com o extrato
hidroalcoolico da casca deé. veluting foram investigados seus efeitos sobre o sistema
nervoso central (SNC). Vasconceles al (2007) demonstraram através do modelo de
convulsdes induzidas por estricnina que o extedministrado por duas diferentes vias, oral
e intraperintonial, nas doses de 200 e 400 mg/kgesanta efeito anticonvulsivante.
Vasconcelo®t al (2004) avaliaram por meio dos testes do labiramocruz elevada, campo
aberto erota rod que o extrato possui acdo depressora sobre o Rblppet al (2008)
mostraram que a administracdo cronica do extragocexum efeito ansiolitico em rato, em
doses que ndo apresentaram efeitos amnésicos ativesd corroborando com os dados
descritos por Ribeiret al (2006). Todas estas observagcdes apoiam o0 usdap@@uextratos
da planta como agentes tranquilizantes.

Considerando o potencial farmacologicoElevelutinasobre o SNC e a caréncia
de estudos relacionados ao desenvolvimento de taprdduto a partir dessa espéd,
velutinaconstitui uma matéria-prima com potencial paradoise um fitoterdpico de interesse

no tratamento de doencas neurodegenerativas, colmenga de Parkinson (DP).



31

1.3 Sindromes Degenerativas do Sistema Nervoso QahtDoenca de Parkinson

A doenca de Parkinson (DP) foi descrita originalteeem 1987 por James
Parkinson, médico inglés, em sua monografia iatitahn assay on the skaking palsyde a
denominou de paralisia agitante. E uma das deserdenrodegenerativas mais comum,
sendo cronica e progressiva, superada apenas peacal de Alzheimer (DAUER;
PRZEDBORSKI, 2003). Apresenta-se em todos 0s pafgepos étnicos e classes socio-
econdmicas. No entanto, acomete principalmentealagdo idosa, aproximadamente 1% da
populacdo com idade superior a 55 anos. O quaithicalinicia-se comumente entre os 50 e
70 anos, sendo a idade média por volta dos 61 &asas em individuos mais jovens, com
menos de 40 anos ou mesmo de 21 anos, também c@trados, mas esses ocorrem em
menor frequéncia (DA ROCHA, 2007). No Brasil, ayaiéncia estimada para individuos
acima de 65 anos € 3,3%, ndo sendo observada ndifersignificante entre homens e
mulheres, embora haja um maior predominio da doen¢sexo masculino (BARBOSAt
al., 2006).

Clinicamente, a DP manifesta-se por disturbiosonest, principalmente tremor em
repouso, rigidez muscular, bradicinesia, alteragieegostura, do equilibrio e da marcha.
Além disso, os pacientes com DP podem apresentapsogintomas ndo-motores, como
deméncia, depressédo e tendéncia ao isolamentoyhiest do sono, déficits cognitivos e
comprometimentos cardiorrespiratérios, gastroiintas e sensoriais, 0s quais podem ocorrer
nos estagios iniciais ou mesmo precederem o didgadia doenca. Interferem diretamente
na performance funcional, independéncia e qualidizdeida destes individug&OULART
et al, 2004; ADLER, 2005; POEWE, 2008).

A DP afeta estruturas subcorticais do SNC, pradoignte os ganglios ou nucleos
da basgFigura 4), e caracteriza-se por morte neuronal na subst@egeapars compacta
com consequente diminuicdo dos niveis de doparnewando a alteragcdes motoras tipicas e o
surgimento de inclusdes protéicas intraneuronagpleismaticas, denominadas corpusculos
ou corpos de Lewy (DAUER; PRZEDBORSKI, 2003; MEEGQal, 2007).
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Figura 4. Corte encefalico destacando as estruturas dosigéngdh base relacionadas a
doenca de Parkinson.
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Fonte: www.virtual.unifesp.br/unifesp/apoptosehitsiparkinson.htm. Acesso em: 04 out. 2011.

O estriado, nucleo caudado e putamen, é a prinefgtautura de influxo dos
ganglios da base e recebe transmissdo glutamatéegiitante de muitas areas do coértex
cerebral. Também contém neurdnios de projecdo queessam predominantemente
receptores de dopamina [estimulador) e P(inibidor), bem como interneurdnios que usam
a acetilcolina (ACh) como neurotransmissor. O eflulo estriado segue ao longo de duas
rotas. A via direta, do estriado para a substamegaapars reticulata(SNpr) e para o globo
palido interno (GPi), por meio do GABA, neurotrafssor inibitério. A via indireta, que
parte do estriado, passando através do globo péktno (GPe) e do nucleo subtalamico
(STN) indo até a SNpr e GPi, consiste em duas dgmge inibicdo gabaérgica e uma
projecdo excitante glutamatérgica (Glu). A substanegrapars compactadSNpc) fornece
inervacdo dopaminérgica aos neurdnios do estriaiiginando ambas as vias e regulando a
atividade das mesmas. A SNpr e GPi séo estruterafliko dos nucleos da base e fornecem
retroalimentacdo ao cortex cerebral através doseosioventroanterior e ventrolateral do
talamo (VA/VL) (GOODMAN; GILMAN, 2010). Na DP, exis uma perturbacdo do
funcionamento normal da substancia negaas compactee do estriado, fundamentais no
controle e iniciagdo dos movimentos, aprendizadbatelidades motoras e o surgimento de
hébitos(Figura 5) (MARSDEN; OBESO, 1994).



Figura 5. Esquema da conducdo elétrica dos ganglios da badeemca de Parkinson.
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O defeito primario é a destruicdo dos neurdniosadwpérgicos da SNpc. Os neurbnios do estriado,
da via direta, expressam primariamente a proteindgaate receptora de dopamina, ao passo que 0s
neurdnios do estriado que formam a via indiretaressam primariamente o tipo inibidos. Assim,

a dopamina liberada no estriado tende a aumettividade da via direta e reduzir a atividade @a vi
indireta. A reducdo do influxo dopaminérgico na &8lnenta acentuadamente o efluxo inibidor da
SNpr e do GPi para o tadlamo, bem como reduz aag&wtdo cortex motor.

Fonte: Goodman e Gilman (2010).

Os neurbnios colinérgicos intrinsecos da via mgmgatal também estdo
envolvidos no surgimento dos sintomas da DP. Cqrarda dos neurdnios dopaminérgicos,
h& um descontrole do equilibro existente entre @anhina, neurotranmissor inibitério, e a
acetilcolina, neurotransmissor excitatorio, ocodeemma excessiva atividade dos neurdnios
colinérgicos, embora os niveis de acetilcolina sé@lterem. Sugere-se que a hiperatividade
desses neurdnios, associada com a falta de dopamomaluza aos sintomas da DP
(KOROLKOVAS; FRANCA, 2002; RANGet al, 2004).

O quadro clinico torna-se evidente quando ja ecodeplecdo de aproximadamente
de 80% da dopamina presente no putamen e aproxineati@2 60% dos neurbnios
dopaminérgicos da substancia negrars compacta A perda desses neurbnios, que
normalmente contém quantidades notaveis de neusmamal (MARSDEN, 1983), produz
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despigmentacdo classica observada na substamge(Rgyura 6). As causas envolvidas na
morte dos neurbnios dopaminérgicos nao sao bemreemgidas, no entanto, acredita-se que
a lesdo seja causada por fatores como o estresisivax, processos inflamatérios e apoptose
(RANG et al, 2004; BATASSINI, 2010). Dessa forma, tanto fatorgenéticos como
ambientais, parecem contribuir. Recomenda-se qieeaca seja entendida como sendo de
origem multifatorial, possuindo na maioria dos casérios fator etiologico (ANDRADE;
AZEVEDO-SILVA, 2000). No entanto, os principais eehinantes para o aparecimento da
DP compreendem neurotoxinas ambientais, estressdation, influéncia do ferro,
anormalidades mitocondriais, excitoxicidade, envoénto do Oxido nitrico e do calcio e

fatores genéticos, principalmente nos individuosfjoaens (TEIVE, 2003).

Figura 6. Alterac6es morfolégicas na DP.
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Representacdo esquematica da via nigroestriatabedicdo ndo patoldgica (A) e patologica (B) (em
vermelho). A via € composta por neurénios doparginés cujos corpos celulares estao localizados
na substancia neggars compactgSNpc). Estes neurbnios se projetam (espessas|ivdranelhas)
para os ganglios basais fazendo sinapse no cotpades(putamen e nicleo caudado). Na DP, esta
via degenera, com uma acentuada perda dos neuro@sse projetam para o putamen (linha
pontilhada) e uma perda mais modesta dos que ggmopara o caudado (linha vermelha fina). A
fotografia demonstra a pigmentacdo normal da SNpoduzido pela neuromelanina (A) e a
despigmentacdo devido a acentuada perda de nesidopaminérgicos (B).

Fonte: Dauer; Przedborski, 2003.
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O envolvimento do estresse oxidativo na patogédadeP baseia-se na formacao
de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio Bwaronsequentemente, a lesdes na
substancia negrpars compactaAs evidéncias que dao suporte ao seu envolvimeato
patogénese da DP incluem alteracdes na quantidadert no cérebro, que medeia a
formacdo de espécies reativas de oxigénio quandareen forma reativa; deficiéncia no
funcionamento mitocondrial, particularmente no cteamp | da cadeia respiratoria; alteragcfes
nos sistemas protetores antioxidantes do cérelwtadamente nas enzimas superoxido
dismutase (SOD) e glutationa reduzida (GSH) e pgsele danos oxidativos a lipidios,
proteinas e DNA (FOLEY; RIEDERER, 2000; METODIEWKROSKA, 2000; HALBACH,;
SCHOBER; KRIEGLSTEIN, 2004MOORE et al, 2005; RODRIGUES; CAMPOS, 2006;
RYBAKOWSKA et al, 2011). A natureza dos radicais livres resporisgyaa morte celular
na DP permanece desconhecida, mas existem evidédeaparticipacdo de radicais
hidroxilas, peroxinitrito e 6xido nitrico (NO) (JBNER, 2003; BARREIRCet al, 2003).

As vérias formas de tratamento s&o utilizadashdsaima melhora dos sintomas,
minimizacdo do progresso da doenca e restabeletmmsm menos em parte, da transmissao
dopaminérgica, uma vez que ainda ndo ha cura. Adpa ainda é o tratamento
farmacoldgico utilizado mais eficaz, sendo uma dasnas para se restaurar essa
neurotransmiss&o. E capaz de penetrar no SNC padagio da enzima dopa descarboxilase
cerebral, € convertida em dopamina (FERRAZ, 1988¢lizmente, a terapia com levodopa
esta associada a uma piora dos sintomas pakinsgnéadas discinesia, quando utilizada por
longos periodos, podendo ser tdo incapacitantestaj@apropria doenca (PAHWA, 2006).

Tal fato reforca a necessidade de serem obtidassraiternativas terapéuticas para a DP.

Outras opcOes terapéuticas sao compostas de tgomisdrogas que inibem
enzimas responsaveis pela degradacdo da dopamioaogdminoxidase-B, MAO-B, e
catecol-O-metil-transferase, COMT), permitindo atcole de grande parte dos sintomas.
Estes farmacos atuam como repositores do neurotiss@ deficiente, a dopamina. Diversas
tentativas de neuroprotecéo, prevengcao da mortgaceé de neurorresgate, recuperacao de
neurdnios lesados, estdo sendo buscadas a propguedos conhecimentos sobre a DP
avancam (DAWSON; DAWSON, 2002).
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1.4 Modelos experimentais da doenca de Parkinson:@HDA e células SH-SY5Y

Os modelos experimentais, vivo ou in vitro, Sdo importantes ferramentas que
auxiliam o estudo dos mecanismos patogénicos euliosipios terapéuticos. As principais
neurotoxinas utilizadas para induzir modelos de@Riem a 6-hidroxidopamina (6-OHDA),
a 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetraidropiridina (MTPT@ varios pesticidas, incluindo o maneb,
paraquat e rotenor(&igura 7). Todas estas neurotoxicinas mostraram capacidadeddzir
a morte celular nigroestriatal em roedores e pamsatdo-humanos por meio de disfuncdo
mitocondrial (DI MONTE, 2003; SCHULEt al, 2009).

Figura 7. Principais neurotoxinas utilizadas nos modelosainda de Parkinson.
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O MPTP é convertido pela monoamina oxidase B (MAGB/IPP. Como 6-OHDA, o MPPocupa
os transportadores de dopamina (DAT) sendo acumutadinterior das mitocondrias, levando a

inibicdo do complexo I. Em contraste com 6-OHDA, RPpode ser englobado por transportadores
vesiculares de monoaminas (VMAT), o que reduz suiitdade. Paraquat e a rotenona também
inibem complexo mitocondrial I, enquanto manebersbcomplexo mitocondrial 111

Fonte: Halbach e Krieglstein (2004).
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A 6-OHDA pode ser formada endogenamente a parir ddpamina por
hidroxilacdo n&o enzimatica na presenca dé €¢£0, (KIENZL et al, 1995). Também foi
detectada sua presenca em amostras de urina @émteacgue sofrem da DP (ANDRE®Y
al., 1993), sugerindo que este composto possa estalvElo na patogénese dessa doenca. E
uma neurotoxina, estruturalmente analoga a noratinman sendo sua toxicidade relativamente
seletiva a neurbnios monoaminérgicos, uma vez queapiada preferencialmente por
transportadores dopaminérgicos e noradrenérgiaass 8feitos neurotdxicos sdo baseados
tanto no efeito inibitorio sobre as enzimas da ieadespiratoria mitocondrial bem como na
producdo de radicais livres, causando a degenexgsiderminais nervosos (BATASSINI,
2010). Embora esse mecanismo nao esteja totalrmemtpreendido, sugere-se a ocorréncia
de dano oxidativo, através da conversao da 6-OHDAuma quinona com a formacéo de
H.O, (Figura 8), iniciando uma sinalizacdo de morte celular especpor ativacdo de
fatores de transcricdo como caspase-3,fNPk3 e C-Jun (DEL RIO; SILVESTRIN, 2008).

Figura 8. Oxidacao da 6-hidroxidopamina (6-OHDA).

HO OH HO o)
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A 6-OHDA ap0s sofrer oxidacdo gera espécies reatiaoxigénio e nitrogénio (quinona), 0s quais
sdo potentes armas de destruicdo neuronal em nsadieldoenca de Parkinson.
Fonte: Bovéet al (2005).

Além da lesdo do sistema dopaminérgico, a gli@abém € uma notavel
caracteristica do modelo envolvendo a 6-OHDA (YOKXDAA et al; 2011). Dados
favorecem a idéia de que a ativagdo glial em madetperimentais da DP, especialmente da
microglia, exacerba a degeneracdo dos neurdniosandoprgicos (PRZEDBORSKI;
GOLDMAN, 2003). Entretanto, estudos indicam que, emtunstancias especificas, a
ativacdo de astrocitos de ratos, atraveés da admaigé® da interleucinaBlantes da inducéo
da lesdo por 6-OHDA, diminui a toxicidade em neio$ndopaminérgicos nigroestriatais
(SAURA et al,, 2003).
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Se confirmada, esta observacdo mostraria quegaetemporal entre o inicio da
ativacdo glial e a morte neuronal dopaminérgicar@dmental na definicdo do papel dos
diferentes tipos de células gliais no processoau®mgenerativo. Finalmente, a formacéo de
corpos de lewy nunca foi convincentemente demaetean cérebros de ratos lesionados por
6-OHDA, lacuna esta que é considerada por algunsoca grande falha deste modelo.
Contudo, apesar dessa ressalva, os dados mostera gaurotoxicidade induzida por 6-
OHDA provoca alteracdes comparaveis aos observa@ em humanos, apoiando assim o
significado deste modelo para explorar os mecarssd# neurodegeneracdo desta doenca
(BOVE et al, 2005).

Tanto modelos de experimentacdo em animais quantoulturas de células séo
importantes ferramentas que auxiliam o estudo desamismos envolvidos na patogénese de
doencas. Embora os model@s vitro tenham suas limitacbes, eles possuem algumas
vantagens significativas sobre os modelos animpgticularmente por permitir a
investigacdo direta das caracteristicas fisiopgicd® com experimentos realizados mais

rapidamente.

Uma das linhagens celulares mais utilizadas pagatwdo de certos aspectos da
neurodegeneracdo e neurotoxicidade em relacdo @ dBH-SY5Y, neuroblastoma humano
(SCHULE et al, 2009). E uma lihagem celular catecolaminérgiem bcaracterizada,
apresentando propriedades de neurdnios dopamiagygicomo a expressdao de
transportadores de dopamina (DAT) e de tirosinaokithse (TH), além de sintese de
dopamina. Ainda que essas células geralmente pgssestapa de diferenciacdo com &cido
retindico ou éster de forbol, muitas sdo usadadomaa indiferenciada. As diferencas
fenotipicas sédo obtidas dependendo das condi¢cOeslifdeenciacdo. Embora existam
imposic¢des para o uso de células indiferenciadasdd aos menores niveis de dopamina por
causa da baixa atividade da TH e menor expressddAdeem comparacdo com ceélulas
diferenciadas, células SH-SY5Y indiferenciadasmads susceptiveis a neurotoxinas ca@no
OHDA ou MPP queas células diferenciadas com acido retindico. Suger entdo, que essas
células na forma indiferenciada se apresentem eommodelo celular mais vantajoso para o
estudo de neurotoxicidade (CHEUNGal, 2009; PERES, 2011).
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2 RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA

Dentre as espécies do génétpsthrina, duas conhecidas popularmente como
mulungu, possuem comprovado interesse social edatoa para o BrasilE. velutinae E.
mulungu A ultima ocorre na regido Sudeste, pertence agdelde Plantas de Interesse para o
SUS (RENISUS), possuindo patente registrada quantsua exploracdo pela inddstria
farmacéutica no tratamento da ansiedade. A suallsamga E. velutina(nativa da regiao
Nordeste) tem sido utilizada tradicionalmente sétraa de cha no tratamento da ansiedade,
agitacdo e insbnia (RAUPE& al, 2008). Estudos quimicos da casca do caule. delutina
levaram ao isolamento de inUmeras moléculas, cdoabdales e flavondides (VIRTUOSO,
2005; CABRAL, 2009). Estudos anteriores (MARCHIORtaL, 2005; VASCONCELO®t
al.,, 2007; 2011) com extratos ndo padronizados daacam caule deE. velutina
demonstraram suas atividades anti-inflamatoria,inaciceptiva, anticonvulsivante e

ansiolitica em roedores.

Diante do potencial farmacolégico da casca doecdeE. velutinasobre o SNC e
a inflamac&o, é oportuno investir no desenvolvimetd produto farmacéutico a partir dessa
matéria-prima, e ampliar sua avaliagdo farmaco&giespecialmente em doencas

neuroinflamatérias como a doenca de Parkinson (DP).

A DP é uma das desordens neurodegenerativas noamint, acometendo
principalmente idosos. Manisfesta-se por tremgidez, bradicinesia e alteracées da postura,
do equilibrio e da mercha (RANEt al, 2004) e caracteriza-se por morte neuronal na
substancia negra, com consequente diminui¢cdo desrde dopamina, levando as alteracdes
motoras tipicas (MEL@t al, 2007). As causas da morte dos neurbnios dopagicng nao
sdao bem compreendidas, mas acredita-se que a $egdiocausada por fatores como a
processos inflamatdrios, apoptose e estresse madéRANG et al, 2004; BATASSINI,
2010). Vale destacar que a farmacoterapia atual &P além de apresentar desvantagens,

como a piora dos sintomas parkinsonianos, possuitnmero limitado de medicamentos.

Certamente, os resultados obtidos com a realizégfoesente estudo contribuiréo
para o desenvolvimento de um fitoterapico padratizgossivelmente util social e

economicamente para a regido Nordeste.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Realizar o desenvolvimento e o controle de qudéddo extrato padronizado de
Erytrhina velutinga bem como avaliar suas atividades antioxidanteugaprotetora, visando

seu uso no tratamento de doencas neurodegenerativas a doenca de Parkinson.

3.2 Especificos

= Desenvolver e validar método analitico espectrofi@tnico para padronizacédo do extrato

deE. veluting com determinacao do teor de fendis totais;

» Estabelecer método de preparacdo da droga vegefsstir da casca do caule He

veluting monitorado por parametros farmacogndsticos;

» Estabelecer o método de producédo do extrato etanddiE. veluting

» Determinar o perfil cromatografico (CLAE — DAD) dxtrato deE. veluting incluindo

analise de cinco marcadores;

= Pesquisar os possiveis efeitos toxicos do extadoopizado d&. velutinaem neutréfilos
humano e células da linhagem 9L/lacZ (glial);

» Investigar o efeito de neuroprotetor do extratorpaidado deE. velutinaem modelo

experimental da doenca de Parkinson (morte neunothatida por 6-OHDA em linhagem

celular SH-SY5Y: teste do MTT e dosagem de nitrito/nitrato;

» Investigar a atividade antioxidante vitro do extrato padronizado de veluting através
dos testes do DPPH e NBT;
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

4.1.1 Material vegetal

As cascas do caule d&ythrina velutinaWilld (Fabaceae) foram coletadas em
agosto de 2010, no municipio de Mulungu, CearaicBtes da espécie (n° 44802) encontra-se
depositada no Herbario Prisco Bezerra, DepartanmamtBiologia, Universidade Federal do
Ceara.

4.1.2 Aspectos éticos

Esse projeto foi aprovado pelo Comité de EticaResquisa Human& OMEPH
da Universidade Federal do Ceara, sob o protoeit® d45/11.

4.1.3 Material biol6gico

No presente estudo, utilizou-se um subproduto riemm leucécitos
polimorfonucleares, obtido durante o processo deidnamento dduffy coat gentilmente
doado pelo Centro de Hematologia e HemoterapiaegwdHEMOCE).

4.1.4 Drogas, reagentes e substancias quimicaseténcia

Acetonitrila grau CLAE (Tédia; JT Baker, EUA); &l etilico comercial
absoluto; 6-hidroxidopamina (6-OHDA), acido galiaadical 1,1-difenil-2-picrilhidrazila
(DPPH), azul de nitrotetrazdlio (NBT), Triton X-1,08imetilsulféxido (DMSO)a-tocoferol,
metionina, acido ascorbico (Sigma, EUA); reagenténFCiocalteau (Merck, Alemanha);
riboflavina (Supelco, EUA); Kit LDH Liquirform (Laest, Brasil); acetato de etila,
diclorometano, etanol, hexano, metanol (VetecsiBraacetato de amonio, carbonato de
sédio (Dinamica, Brasil).
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4.1.5 Equipamentos

Balanca acoplada a sistema de secagem por irradiag@vermelha (Marte,
Brasil); balanca analitica com precisdo de 0,1 mg (A&D Campdapao)panho maria
(Quimis, Brasil);cromatografo liquido de alta eficiéncia - CLAE (W&t 2695) acoplado a
detector de arranjo de diodos - DAD (Waters 2986@tor automatico e forno para coluna
(Waters, EUA) e software Empower (Waters, EUA); eesppfotometro de absorcdo no
ultravioleta-visivel (Beckman Coulter DU 640, Alenma); estufa com renovacdo e
circulacdo de ar (Tecnal, Brasi@stufa de secagem e esterilizacdo (Olidef cz, |.iBessil);
evaporador rotatorio (Heidolph, Laborota 4000, Adaima);forno mufla (Quimis, Brasil);
sistema esepctrofotométrico de microplacas (SynddJy Biosystems, Brasil);placa
aquecedora (Quimis, Brasilinoinho de facas (MA 048, Marconi, Brasilpercolador
(Permution, Brasil); phmetro (HI 221, Hanna instants, EUA);purificador de dgua milli-Q
(Millipore, EUA); sistema de filtragdo a vacuo (Milipore, EUApnicador (Unique, Brasil);
tamisador (Granulotest, Brasilyortex (Phoenix, Brasil); microscopio oOptico (Olyusp
Optical® CX41, Brasil).

4.1.6 Outros materiais

Coluna cromatogréfica pinacle DB C8 250 x 4,6 ronpm (Restek, EUA); pré-
coluna C8, 5 um com 4,0 x 3,0 mm de dimensbes @Phenex, EUA); vidrarias
volumétricas com certificado de calibracéo indidllwidrarias e reagentes de uso comum no
laboratério; pipetadores autométicos de volumeléegl (Gilson, Franca); filtro para seringa
PVDF com 25 mm de diametro e porosidade 0,45umlifidie, EUA); filtro de membrana
PVDF com 47 mm de diametro e porosidade 0,45unlifdie, EUA).



4.2 Métodos

Figura 9. Fluxograma representativo das metodologias desadasino estudo.
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4.2.1 Estudo fitoquimico deErythrina velutina

4.2.1.1 Prospeccao fitoquimica

O estudo foi realizado segundo metodologias dasgoor Matos e Matos (1989) e

Matos (2009). Para determinacéo plerfil fitoquimico, foram preparados dois extratizs
cascas do caule derythrina velutina sendo um aquoso e outro hidroalcoolico (1:1;,v/v)
ambos a 20% (p/v). Apos maceracao por 24 h, oatestforam filtrados em papel de filtro e
armazenados em frasco de vidro ambar. Em seguidamfsubmetidos a uma triagem
fitoquimica preliminar, através de meétodos classipara deteccao das principais classes de
metabolitos secundarios. Com o0 extrato aquoso,epmcse determinacdo de alcaldides,
taninos e heterdsides saponinicos e a partir datextidroalcoolico, cumarinas, heterosides

flavénicos, antraquinénicos, digitalicos e antoiiés.

4.2.2.2 Obtencéao de constituintes quimicos a pdattasca do caule &eythrina velutina

Realizado no intuito de isolar compostos fendliglzvonoides) a partir de extrato
etandlico da casca do caulelevelutina devido a grande importancia farmacolégica dessas
substancias. O presente estudo foi desenvolvida smordenacgéo da Professora Mary Anne

Sousa Lima, Departamento de Quimica Organica, Wsidede Federal do Ceara.

As cascas do caule &e velutina(3,615 Kg) secas e trituradas foram submetidas a
extracdo exaustiva com etanol, visando uma méxitragéio dos constituintes quimicos. A
solucéo etandlica obtida foi filtrada e em seguaa&plvente foi evaporado com auxilio de

rotaevaporador, resultando em uma massa de 13@@®xtrato etandlico bruto (EEB).

A particdo liquido-liquido de 75,61 g do EEB, iahdo hexano, diclorometano,
acetato de etila e metanol, forneceu quatro difeseinacdes. A fracdo diclorometano (2,78 g)
foi cromatografada em Sephadex LH-20 e eluida costamol, obtendo-se, entdo, cinco
subfracdes. A subfracdo denominada EVEE-D4 (390} foi submetida a um novo
processo cromatografico em coluna flash, resultamdisolamento do &cido rizénico (39 mg)
e abissinina (4,6 mg). A subfracdo F5 foi purifi@aeim CLAE, utilizando a mistura de
solventes hexano/acetato de etila (46/54), fluxa@® mL/min e coluna em fase normal,

levando ao isolamento da sigmoidina C (5,0 mg)péeslina (8,10 mg) e homoesperidina
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(29,7 mg)(Figura 10). As substancias obtidas foram empregadas comaad@es quimicos

para a identificagdo dos picos no perfil cromatfigpafingerprint) do extrato dé&. velutina.

Figura 10. Fluxograma do estudo fitoquimico do extrato etawdbruto (EEB) da casca do

caule deErythrina velutina

Extrato etanolico bruto

75.61 g)

Partigio lquide-liquido

. Fragdo .
Fragio Fragio
o Diclorometetano —
ERano Acetato de et
2788 cetie

CC Sephadex LH-20

Fragio

Mdetanolica

hieCH
EVEE-D4 _
Fi
CC Coluna flash CLAE-Faze normal
Hexano/AcQEt (46/54)

Abizzinina Ac. riztnico Homoesperidina Sigmoidina C
(4.6 mg) (39.0 mg) (29.7 mg) (3.0 mg)

Hesperidina
(8.10 mg)

CC: cromatografia em coluna;

AcOEt: acetato de etila.
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4.2.2 Validacdo de método analitico para quantifiggiio, por espectrofotometria, de

fendis totais, marcador quimico, no extrato d&rythrina velutina

A dosagem de fendis totais deu-se com o empregaedgente de Folin-
Ciocalteau. E composto por dois éacidos, o fosfatistigzgo e o fosfomolibidico, cujo
tungsténio e molibdénio apresentam estado de ciad@icNa presenca de agentes redutores,
como os compostos fendlicos, a média do estadxidagiio desses ions encontra-se entre 5
e 6, formando os chamados tungsténio e molibdéaicadbracdo azul, cuja intensidade é
medida por espectrofotometria. Aliquotas (100 pdg solugcdes amostra (extrato etandlico de
E. veluting e padrédo de trabalho (acido gélico) foram traigdis para baldo volumétrico de
10 mL onde foram adicionados 0,5 mL do reagentEddi@-Ciocalteau 1 N e 4 mL de agua
ultra-pura. Apos alcalinizar o meio (1,25 mL de,@i@; a 20%), o volume foi completado
com agua ultra-pura. Decorrido 40 min, a tempeaaainnbiente e ao abrigo da luz, realizou-se
leitura espectrofotométrica (715 nm) (MAKKAR, 20@DUSAet al, 2007).

4.2.2.1 Preparo da solucao padrao de acido galico

A solucdo padréo de &cido galico (solucao estofpi@yreparada dissolvendo-se o
equivalente a 5 mg do padrao, pesado analiticagmeme 0 mL de agua ultra-pura, obtendo-

se uma solucéo de 0,5 mg/mL.

4.2.2.2 Preparo do extrato Heythrina velutinautilizado no processo de validagéo

O extrato utilizado no processo de validacao fdidm a partir da droga vegetal
previamente seca e pulverizada com granulometgguaetia, a qual foi submetida a extracéao
em extrator de Soxhlet, numa proporcao 1:2 (p/peeiroga vegetal e solvente. O solvente
organico utilizado (etanol) foi evaporado ao firtkd processo extrativo em evaporador
rotatério a 60°C. O extrato seco obtido, pé pandimcde odor caracteristico, foi transferido
para recipiente apropriado, identificado e armadenaD rendimento da extracdo foi
calculado em relagcdo a massa de droga vegetalaRaliae do teor de fendis totais no extrato
da planta, foi utilizada a solugcdo preparada airpdot extrato seco na concentracao de 5
mg/mL. Os resultados foram expressos como g de E§Givalentes de acido galico) por

mg de extrato.
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4.2.2.3 Validacdo de metodologia analitica parard@hacéo do teor de fendis totais

Para assegurar que um método analitico fornegarmia;6es confiaveis e
interpretaveis sobre a amostra, este deve sofrer avaliacdo denominada validagdo. De
acordo com a finalidade do ensaio analitico, o gaie validagdo de métodos analiticos e
bioanaliticos (RE 899/03) estabelece quatro cat@ger relaciona os respectivos parametros
necessarios para validacdo do método. Nesse conexdstudo de validacdo do presente
método, que se enquadra na categoria |, deu-sa@mterminacdo dos seguintes parametros:
especificidade, linearidade e faixa de trabalhogcisBo por repetibilidade, preciséo
intermediéria, exatiddo e robustez (BRASIL, 20@33. dados foram expressos copgp de

EAG (equivalentes de acido galico) por mg de eatrat

» Especificidade

Especificidade é a capacidade que o método p@ssai medir exatamente um
composto na presenca de outros componentes. Edecasdd especifico quando produz
resposta para uma Unica substancia de intereseSIBR2003; RIBANI et al, 2004). Para
verificagdo de possiveis interferentes, foram ttagaespectros de absor¢cdo da amostra na
faixa compreendida entre 200 — 800 nm.

= Linearidade e intervalo

A linearidade é a capacidade de um método denaoregie os resultados obtidos
sao diretamente proporcionais a concentracdo ddcana amostra, dentro de um intervalo
especificado (BRASIL, 2003).

A linearidade do presente método foi investiganta emprego da solugédo padréo
de acido galico bem como da matriz com adicado dedpa Os dados para comprovacao da
linearidade foram obtidos empregando-se o calcelaedyressdo linear pelo método dos
quadrados minimos. Também se determinou o coeficida correlacdo e o desvio padrao
relativo. Segundo a RE n°899/03 (BRASIL, 2003)oeficiente de correcao linear deve ser
no minimo 0,99. Contudo, para extratos vegetaitotefapicos esse valor passa a ser aceito

como sendo igual ou superior a 0,98.
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A curva padrdo foi construida com emprego de #)smncentragbes de &cido
gélico, com faixa de trabalho entre 4 e 16 pg/mieppradas por meio de diluicdes de
aliquotas de uma solucéo estoque (500 upgfhapela 1) Para cada ponto da curva, foram

utilizadas trés réplicas de cada solucéo.

A curva de calibragdo do extrato etandlicoElevelutinacom adi¢céo de é&cido
galico foi construida com emprego de 6 (seis) catnaedes, sendo a faixa de trabalho
compreendida entre 123,2 e 200,2 pg EAG/mg detexta quais foram preparadas por meio
de diluigbes de aliquotas da solugéo estoque dépald 4cido galico e da solucdo preparada
a partir do extrato seco da planta, conforme aptade naTabela 2 Para cada ponto da

curva, foram utilizadas trés réplicas de cada smluc

Tabela 1. Concentracbes e volumes de acido galico empregaaosonstrucdo da curva
padréo, por espectrofotometria.

Volume (mL) de Concentragéao Final

Nivel SEPAG (500 pg/mL] Volume final (mL) (Lg/mL)
1 0,08 10 4
2 0,12 10 6
3 0,16 10 8
4 0,20 10 10
5 0,24 10 12
6 0,28 10 14
7 0,32 10 16

SEPAG: solucéo estoque padréo de acido galico.

Tabela 2.Concentracdes e volumes empregados na curva teacdlo do extrato etendlico

de Erythrina velutinacom adi¢&o de solucdo padrédo de acido galicoegmectrofotometria.

W) S (il Volume final  Concentragéo Final

Hivel (5d;§/?nEL) (ggosfg%f) (it (g EAG/mg)
1 0,050 0,062 10 1232
2 0,050 0,124 10 138.6
3 0,050 0,246 10 154,0
4 0,050 0,493 10 169.4
5 0,050 0,986 10 1848
6 0,050 1,971 10 200,2

A faixa de trabalho foi de 80 a 130% da concentrdeérica do analito (154 pg EAG/mg de extrato).

SAE: solu¢éo amostra do extrato; SEPAG: solucadmastpadrdo de acido galico.
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= Precisdo

A precisdo € avaliacdo da proximidade dos resadtambtidos em uma série de
medidas de uma amostragem multipla de uma mesmstr{BRASIL, 2003). Os ensaios
para a determinacdo da precisdo do método analfition realizados pelo estudo da
repetibilidade e da precisao intermediéria.

Para a avaliacdo da repetibilidade, foram prepatasob as mesmas condicdes
(mesmo analista e mesma instrumentacao), seisd&s@paliticas do extrato etandlicokle
velutinacorrespondente a concentragdo de fendis totai®% Ha concentracdo de trabalho.

A precisdo intermediaria foi realizada de maneiemelhante ao ensaio de
repetibilidade, mas em dois dias consecutivos @ dnalistas diferentes, utilizando seis
solugBes analiticas do extrato etanolico Eevelutinacorrespondente & concentragdo de

fendis totais a 100% da concentracdo de trabalho.

» Exatiddo/Recuperacao
A exatiddo é expressa pela relagdo entre a coacéont média determinada
experimentalmente e a concentracao tedrica comegpte. Pode também se referir a taxa de
recuperacao do analito adicionado a matriz do poo(BRASIL, 2003).

Esta foi avaliada contemplando o intervalo lindamétodo, através da adicdo de
quantidades conhecidas do padréo de acido galisnlngdo amostra do extrato, de forma a
obter solugcdes com concentracdes equivalentes BH080g 120% do valor esperado, as quais
foram adicionadas do reagente de Folin-Ciocalteamfocrme metodologia descrita
anteriormente. As amostras foram preparadas somesmmnas condi¢cdes, em triplicata,
conforme arlabela 3 Os valores de absorvancias foram usados paralaate valor meédio

das concentracdes, taxa de recuperacao, desvidop@dP) e desvio padréo relativo (DPR).

= Robustez

A robustez de um método analitico € a medida decapacidade em resistir a

pequenas e deliberadas variagfes dos parametidgcasgdBRASIL, 2003).
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Os fatores considerados para analisar a robustam fos diferentes fabricantes de
solventes usados no preparo da solucdo amostraxuatoe (Marca 1 e Marca 2) e
comprimento de onda (705 e 715 nm). Os resultapi@f avaliados mediante comparacgao

feita através da analise de variancia.

Tabela 3.Preparo das solucdes para o ensaio de exatidjodracao.

Volume (mL) Volume (mL) Volume final

Nivel de Concentracao Final
Recuperacéo (% (5dﬁ1§/¢\nFT_) (gce)osfggf) (mL) (Lg EAG/mg)
80 0,050 0,062 10 123,2
100 0,050 0,246 10 154,0
120 0,050 0,986 10 184,8

SAE: solu¢cdo amostra do extrato; SEPAG: solucamastpadrdo de acido galico.

4.2.3 Preparacéo e caracterizacao farmacognostica diroga vegetal

4.2.3.1 Secagem e cominuicao

Aa cascas do caule @ velutinaforam submetidas a desidratagdo em estufa de
secagem e esterilizacdo e em estufa com renovagidmukacao de ar por periodos de 24, 48,
72, 96 e 105h , sob temperatura de 80° + 5°C. A d¢atbrvalo de tempo, amostras foram
retiradas para caracterizacdo quanto ao teor desfeéotais. Ap0S secagem, o material foi

submetido a cominuicdo em moinho de facas.
4.2.3.2 Determinacédo do teor de umidade

A verificagdo da umidade residual foi realizadalmatanca acoplada a sistema de
secagem por irradiagao infravermelha (Marte, Brasihde 3 g da droga vegetal triturada
foram submetidos a aguecimento sob temperatur@sf€Ipor 1h (FONSECA, 2009).
4.2.3.3 Andlise granulométrica

A determinacdo granulométrica foi efetuada conéomretodologia descrita pela

Farmacopeia Brasileira IV (1988), onde trés amedlistintas da droga vegetal (100 g cada)

foram submetidas a passagem forcada por vibrag¢ém/éa de tamises com abertura de
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malhas correspondentes a 2000, 710, 355, 250, 188 gm, durante 20 min, com auxilio de
um tamisador vibratério na escala maxima do aparelierminado o processo, as fragdes
foram retiradas dos tamises e do fundo coletor pp@ntificacdo quanto a proporcao

percentual de massa retida em cada tamis por raeequicao:

Droga retida (%) = __M1 (g) x 100 (2)
M2 (9)

Onde: M1 = massa retida em cada tamis; M2 = massiaadja total pesada.

O po foi classificado quanto ao seu grau de divig& acordo com a Farmacopeia

Brasileira IV (1988) em grosso, moderadamente grassmifino, fino ou finissimo.

O tamanho médio das particulas foi determinadonpeio de método aritmético

(ALLEN et al, 2007) conforme modelo matematico abaixo descrito

d médio = X (AM X Fr%) (2)
100%

Onde: dmedio= didmetro médio aritmético (mm), AM = abertura maeda malha (mm) e Fr%

= frac&o percentual retida em cada tamis.

4.2.3.4 Determinagéo da densidade aparente

A densidade aparente foi realizada com auxiliorda proveta graduada (250 mL)
de peso conhecido (peso inicial). Esta foi preatecliom as cascas trituradas do cdtile
veluting sendo em seguida, realizada nova pesagem (pegp Através da diferenca entre o
peso inicial e final da proveta, calculou-se a dlte aparente ndo compactada por meio da
relacdo massa/volume do p6 (HUBINGERal, 2009). O procedimento foi executado em

triplicata com trés amostras distintas.



52

4.2.3.5 Determinagéo do teor de cinzas totais

A determinacéo do teor de cinzas totais foi redézde acordo com metodologia
estabelecida na Farmacopeia Brasileira IV (1988gidimente, realizou-se a calcinacdo do
cadinho de porcelana em forno mufla a 450°C pom80 Apds arrefecimento, o peso foi
determinado em balanca analitica. Terminada esfagbrévia, exatamente 3 g da droga
vegetal pulverizada foram distribuidos uniformereenb cadinho, sendo submetidos a
incineracéo, primeiramente em chama de bico dedBuasiepois em forno mufla a 450°C atée
completa eliminacdo do carvdo. Apos resfriamentodessecador, o residuo foi pesado. A
porcentagem de cinzas totais foi obtida pela relagitre a massa final obtida apos

incineracdo e a massa inicial da amostra:

Teor de cinzas totais (%) =___M1 (gx 100 3)
M2 (g)

Onde: M1 = massa final e M2 = massa inicial.

4.2.3.6 Determinacao de cinzas insolaveis em &cido

Ao residuo obtido na determinacéo de cinzas tdimiam adicionados 25 mL de
acido cloridrico 7% (p/v), e submetido a fervuraashte 5 min em cadinho coberto com vidro
de reldgio. Em seguida, o vidro de reldgio foi wacom 5 mL de agua quente, sendo a
mesma recolhida no préprio cadinho. O materialling em &cido foi filtrado em papel de
filtro isento de cinzas (Quimis, 318.D21) e lavadn agua quente até que o filtrado se
mostrasse neutro. O papel de filtro contendo auvesfoi transferido para o cadinho original,
sendo submetido a secagem sobre chapa aquecidaostenior incineracédo a 500°C até peso
constante (FARMACOPEIA BRASILEIRA 1V, 1988). A paotagem de cinzas insoluveis
em acido foi calculada com referéncia ao mateegkval utilizado no inicio do ensaio de teor

de cinzas totais anteriormente descrito.

4.2.3.7 Determinagé&o do teor de extrativos em étano

A determinacdo do teor de extrativos em etanol rializada seguindo-se

metodologia constante na Farmacopeia BrasileirélB88). Cerca de 2 g da droga vegetal
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foram transferidos para um cartucho feito com pdpdiltro, previamente pesado, sendo este
transferido para um extrator de Soxhlet. Foi adiatn ao sistema etanol suficiente para que
ocorresse o sifonamento, juntamente com 0,2 gdiéxido de sodio. Apos 5h de extracao, o
cartucho contendo o residuo foi submetido a secagemestufa a 105°C por 30 min. O teor
de extrativos foi calculado em massa percentudd, pédia de trés determinagdes segundo a
equagao:

Teor de extrativos em etanol (%) = _M1 (g) — M2 (x 100 4)

M1 (9)
Onde: M1 = massa de droga antes do processo eg&teatM2 = massa de droga depois do

processo extrativo.

4.2.3.8 Determinacao do teor de extrativos em agua

Seguindo a metodologia descrita pela OrganizacaadMl de Saude (WHO,
1998), cerca de 4 g da droga vegetal trituradanf@abmetidos a maceracdo com 100 mL de
agua destilada por 24h, sofrendo agitacdo constamgnte as primeiras 6h. O macerado foi
entdo filtrado, sendo transferidos 25 mL para umiprente previamente tarado. Apés
secagem em estufa a 105°C por 6 h, o teor de iepgdbi determinado em fungéo do peso

do material vegetal:

Teor de extrativos em agua (%) = M1 (g) FD x 100 (5)
M2 (9)

Onde: M1 = massa residual do macerado, M2 = masshatja antes da maceracédo e FD =

fator de diluicéo.

4.2.4 Controle microbiolégico da droga vegetal

A contagem total de microorganismos foi realizadgundo metodologia descrita
na Farmacopéia Brasileira V Edi¢do (2018h procedimento adotado, foram transferidos,
assepticamente, 10 g das cascas do caule sedagadas para 90 mL de agua peptonada
tamponada. A amostra 1:10 foi submetida a agitaltgante 10 min. Em seguida, foram

realizadas mais duas diluicdes (1:100 e 1:1000pregando o mesmo diluente. Apos a
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homogeneizacgéo, foi pipetado 1 mL de cada solucéepesitado em placas esterilizadas,
sendo adicionados 20 mL de agar soja-caseina patérias e agar Sabouraud-dextrose para
fungos e leveduras, ambos esterilizados e fundidosrca de 45°C. Apds a solidificacdo do
meio de cultura, as placas foram incubadas a 35t mlias e a 25°C por 7 dias, para a
pesquisa de bactérias e fungos, respectivamenteoriy este periodo, foi realizada a
contagem do numero de colbnias com o auxilio de¢adom, calculando-se o numero de

unidades formadoras de colbnias (UFC/q).
A identificacdo de patdgenos, con®almonellaspp e Escherichia coli foi
realizada segundo condicfes descrita3atzela 4 Os testes confirmatorios da presenca dos

microrganismos foram realizados conforme descatéarmacopeia Brasileira V (2010).

Tabela 4.Identificacdo de patdgenos na casca do caulgytbrina velutina

Microoganismo Meio de Temperatura/ Meio Temperatura/
enriquecimento Tempo de seletivo Tempo de
incubacéao incubacéao
Escherichia coli Caldo 35°C/24h Agar Mac 35°C/24-48h
Lactosado Conkey
Salmonellaspp. Caldo 35°C/24h Agar verde 35°C/24-48h
lactosado brilhante

4.2.5 Desenvolvimento, avaliacdo e selecdo do métode produgcdo do extrato de
Erythrina velutina monitorado pelo teor de fendis totais

As condicbes de partida para a producdo do extatd. velutina foram
estabelecidas com intuito de obter, em um mendp @igempo possivel, um produto com o
méximo teor de fendis totais. Assim, na producdoertato vegetal foram consideradas
partes das condicdes experimentais empregadas dodogs quimicos anteriores
(VIRTUOSO, 2005; CABRAL, 2009). Nesse sentido, eagmu-se como solvente extrator o

etanol na proporgao 1:2 entre droga e solventpectisamente.

Inicialmente, foram investigados trés metodosagxins: extracdo em extrator de
Soxhlet (6h), maceracdo (24h) e percolacdo preaepa maceracao (24h). O solvente
organico foi completamente eliminado em evaporaoi@torio a 60°C. O extrato seco obtido,
pd pardacento de odor caracteristico, foi trartepiara recipiente apropriado, identificado e

armazenado em condi¢cdes adequadas. O rendimecenpel foi calculado pela relagéo:
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Rendimento (%) = _M1 (g)x 100 (7
M2 (g)

Onde: M1 = massa de extrato e M2 = massa de mategatal.

4.2.6 Perfil cromatogréfico do extrato etandlico d&rythrina velutina por CLAE-DAD

O perfil cromatografico do extrato etanolicoklevelutinafoi realizado utilizando
sistema cromatografico Waters (EUA) acoplado adietele arranjo de foto diiodos (CLAE-
DAD), injetor automatico e forno para coluna. Wtilii-se coluna analitica C8 (Restek) com
250 mm x 4,6 mm e tamanho da particula interna gen5Por seguranca, empregou-se pré-
coluna (4,0 x 3,0 mm, Phenomenex) de constituigiinethante a da coluna. A fase movel
consistiu em duas solugdes, tampéao acetato de ardigl, pH 3,4 (solucao A) e acetonitrila
grau CLAE (solucao B). Estas foram filtradas emrajmade filtragem (Millipore, EUA)
contendo membrana filtrante de 0,45 um de pordlifddile, EUA) e degaseificada em banho
ultrassoénico. As condi¢cdes cromatograficas e oignéel de eluicdo encontram-se descritos na

Tabela 5eTabela 6 resepctivamente.

Tabela 5.Condi¢des cromatogréficas utilizadas no método iplratificacdo dos marcadores
hesperidina, abssinina, homoesperidina, acido iteém sigmoidina C no extrato etandlico de
Erythrina velutingpor CLAE-DAD.

Parametro Especificacdo

Coluna Restek C8 (250 x 4,6 mm)us
Pré-coluna Phenomenex (4,0 x 3,0 mm)nd
Temperatura 30°C

UV — DAD: 286 nm (0-21 min); 260 nm (21-28 min);&8m (28-
30,7 min); 267 nm (30,7-35 min); 282 nm (35-45 min)
Volume de Injecdo 10 pL

Tempo de corrida 45 min

Fase A: Tampéo acetato de amoénio 5 mM (pH 3,4)

Deteccéo

Fase Movel o
Fase B: Acetonitrila

Solucéo Diluente Acetonitrila:Agua (1:1)

Os compostos obtidos no estudo fitoquimico forampregados como marcadores
quimicos na identificacdo de picos nos cromatogsan&olucbes de cada substancia

(abissinina, &cido rizénico, homoesperidina, hedper e sigmoidina C) foram preparadas
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em concenracdes apropriadas para injecdo no sigtendissolucdo com auxilio de solugéo
diluente, acetonitrila e agua, 1:1 (v/v).

Tabela 6. Programacdo gradiente para eluicdo da fase mavehétodo de analise dos
marcadores hesperidina, abssinina, homoesperiiidy rizénico e sigmoidina C no extrato
etandlico deéErythrina velutingpor CLAE-DAD.

Tempo (min) Fluxo (min/mL) %A %B
0,0 1,0 73 27
25,0 1,0 73 27
26,0 0,8 60 40
34,0 0,8 60 40
35,0 1,0 60 40
36,5 1,5 73 27
38,0 1,0 73 27
45,0 1,0 73 27

Para analise por CLAE — DAD, pesou-se em papettabgutilizando balanca
analitica, o equivalente a 25 mg do extrato etaadeE. velutinao qual foi transferido para
baldo volumétrico de 5 mL. O volume foi completasmm o diluente, sendo a solugéo
submetida a banho ultrassonico para melhor homaogegd®. Em seguida, esta foi submetida
a etapa declean uppor extracdo em fase soélida, conforme descrito femaik (2010),
empregando-se cartucho de silica C18, que foialm@nte condicionado com 5 mL de
metanol, seguido de 5 mL de agua ultra pura. Aodimprocesso, uma aliquota de 2 mL da
solucdo do extrato de. velutina(5 mg/mL) foi introduzido no cartucho e eluido c@mL
de metanol 60% por vazao gravitacional. A solugduoltante foi filtrada com auxilio de filtro

para seringa PVDF com 25 mm de diametro e porosi@atbum (Millipore, EUA).

As substéancias encontradas foram identificadavég do tempo de retencao,
bem como pela co-injecdo de padrfes externos natemdds dados foram obtidos e
processados pelo progama Empd&w@vaters, EUA) do préprio aparelho.

4.2.7 Avaliagao pré-clinica do extrato padronizadde Erythrina velutina

4.2.7.1 Avaliacao da citotoxicidade em neutréftosnano
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O potencial citotoxican vitro do extrato etandlico derythrina velutina(EEEV) em
neutrofilos humandoi investigado através da determinacdo da atieddd enzima lactato
desidrogenase (LDH) no meio extracelular e da gy@dwo sal de formazan no teste do MTT
(brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2)-2,5-difeniltandlio).

Para a realizacdo dos ensaios, 0 isolamento ddasépolimorfonucleares,
predominantemente neutrofilos, foi realizado a ipade sangue humano conforme
metodologia descrita por Lucisano e Mantovani (}98®4sangue foi centrifugado, o plasma
desprezado e o soro lavado diversas vezes comésodadina, utilizando gelatina 2,5% (p/v)

para formar um gradiente de separacdo dos compEesigsiineos.

A viabilidade celular foi determinada pelo ensdéexclusao por Azul de Tripan,
corante que se incorpora as ceélulas ndo viaveisdal@ ocorréncia de lesées na membrana
plasmatica. A populacdo de células (2,5 % ddls/mL), predominantemente neutréfilos (85 +

5%), apresentou viabilidade celular média de 95%.
= Atividade da enzima Lactato Desidrogenase (LDH)

A LDH é umaenzima citosolica cuja deteccdo no fluido extrdeelé indicativo
de morte ou perda da integridade celular. Tambéssgonsavel pela conversao do piruvato a
lactato na presenca de NADH. O ensaio foi realizslizando-se o Kit LDH (Liquiform),
que se baseia numa medida espectrofotométrican(@o consumo de NADH durante a

acao catalitica da LDH que reduz o piruvato a tacta

Neutréfilos (2,5 x 10 células/mL) foram incubados por 15 min a 37°C, com
concentracdes crescentes do EEEV (0,1; 1; 10; 1200eug/mL), DMSO (1%, controle),
HBSS (células ndo tratadas) ou Triton X-100 (0,p#%@rao citotdxico). Logo apds, todos os
tubos reacionais foram centrifugados a 755 x g Y®rmin, a temperatura de 4°C. Os
sobrenadantes foram transferidos para outros teboantidos em banho de gelo. Aliquotas
de 250uL de substrato foram pré-incubadas por 3 min a 3Adcionou-se 25uL da
amostra de sobrenadante, homogeneizou-se a mestwalizou-se a leitura da absorvancia
(340 nm) nos tempos 1 e 3 min, a 37° C, em esgetdroetro. Os experimentos foram
realizados em triplicata e repetidos em trés ditexe dias. A atividade da enzima LDH nas

amostras foi calculada seguindo-se as especifisafidébricante:
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A=l _(A—A) | x 1746,03 (8)
2

Onde: A = atividade da LDH na amostra, em U/mk;=Aabsorvancia inicial (1 min) em 340
nm; A, = absorvancia final (3 min) em 340 nm e 1746,(ater estipulado pelo fabricante

para volume de amostra de |25

= Teste do MTT

O ensaio do MTT (MOSMANN, 1983) é um método catatrico que se baseia
no fato deste sal (brometo de 3[4,5-dimetiltiazdll-2,5-difeniltetrazolio), de coloracéo
amarela, ser reduzido a outro sal, o Formazan,ottgacéo roxa. A reducdo do MTT é
catalisada pelo sistema enzimatico succinato-wtraedutase, integrante da cadeia
respiratéria mitocondrial. Desta forma, a atividatksta enzima reflete a funcionalidade
metabodlica das mitocondrias, sendo a auséncia diacde do MTT um indicativo de

diminuicao da viabilidade celular.

Neutréfilos (2,5 x 19 células/mL) foram incubados em placa de 96 pogos e
atmosfera de C9 por 30 min a 37°C, com concentra¢gOes crescemtdsHEV (0,1; 1; 10;
100 e 200 pg/mL), DMSO (1%, controle), HBSS (aduh&o tratadas) ou Triton X-100
(0,2%, padréo citotéxico). Decorrido esse peri@dplaca foi centrifugada a 2000 rpm por 15
min a 25°C. O sobrenadante foi descartado e incgbaima nova solucao (20Q) contento
10% de MTT, na concentracdao de 10 mg/mL, sendomemite incubada por mais 3h. Por
fim, a placa foi centrifugada nas mesmas condigéesybrenadante foi descartado e entao
adicionado 15@L de DMSO para a lise das células e solubilizagifodnazan. A placa foi
agitada por 15 min com o auxilio de um agitadopldeas. A leitura da absorvancia (540 nm)
foi realizada em leitor de microplaca. Os experitogrioram realizados em triplicata e em

trés diferentes dias.
4.2.7.2 Avaliacao da citotoxicidade em célulasinladgem 9L/lacZ
A determinacdo da citotoxicidade do EEEV em célulaleRattus

norvegicugcélulas gliais) foi avaliada através do método M®T, conforme principio

descrito no item anterior. As células foram culli@s em cultura de monocamada, em meio
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DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovinogdeasstas plagueadas na concentragao
de 0,5 x 10 células/mL com adicdo de concentracdes crescent&EEV (10; 100; 400 e
1000 pg/mL), tendo como controle negativo DMEM maISO a 0,5% e Triton X-100
(0,2%) como controle positivo. A leitura da absoia (560 nm) foi realizada em leitor de

microplaca. Os experimentos foram realizados gvhdata e em trés diferentes dias.

4.2.7.3 Modelo experimental da Doenca de Parkinset@ito do EEEV e do acido rizénico

(AR) sobre a neurotoxicidade induzida por 6-OHDAIlethagem humana celular SH-SY5Y.

= Testedo MTT

A neuroprotecdo do EEEV e AR, composto obtido éirpdas cascas do caule de
E. velutina foi avaliada através do método do MTT (MOSMANNB3), conforme descrito
anteriormente. As células SH-SY5Y foram cultivadam monocamadas, em recipientes
apropriados para cultura, utilizando o meio DMEMIFbmplementado com 10% de soro
fetal bovino e 1% de antibidticos (penicilina/eptanicina), sendo mantidas em estufa a
37°C com atmosfera de 5% de £6©95% de umidade, seguido da observacdo do crstom
celular com ajuda de microscopio de inversao a 2dta

Ap6s crescimento, as células (0,7 X &6ls/mL) foram incubadas em placa de 96
pocos e atmosfera de g@or 30min a 37°C, com concentragdes cresceni@82®; 0,025;
0,25; 0,5; lug/mL) do EEEV e AR, adicionadas 1h antes da neuinao6-OHDA (25uM).
Decorridas 24h de incubacéo, as placas foram tiggadas (1500 rpm/15 min), sendo uma
aliquota do sobrenadante retirada para a dosagemideis de nitrito/nitrato e descartado o
restante. Em seguida, a cada pogo foram adicioriz@dglL da solucdo de MTT (10%, Vv/v,
em meio DMEM/F12), onde as células foram novameantaibadas por 3h a 37°C.
Finalmente, as placas foram centrifugadas (3000 ppm10 min), sendo o sobrenadante
descartado. O precipitado foi entdo dissolvido & l. de DMSO, para a lise das células e
solubilizagdo do formazan, sendo agitado por ceecd0 min em agitador de placas até sua
completa dissolucao. A leitura da absorvancia (9% foi realizada em leitor de microplaca.

Os experimentos foram realizados em triplicatgoetidos em trés diferentes dias.
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= Determinacé&o de Nitrito/Nitrato

A concentracdo de nitrito/nitrato foi determinamtanforme descrito por Greest
al. (1981). O método baseia-se na utilizacdo do reagde Griess que € capaz de revelar a
presenca de nitrito/nitrato através de uma reagdalidzotizacdo, pela formacdo de um
cromoforo de cor rosea, com pico de absorvanciagimm.

Ap6s 24h de incubacado da suspensao de células (@ Tcels/mL) com o EEEV e
0 AR, as placas de 96 pocos foram centrifugada@0(i&m/15 min) e 100 do sobrenadante
foram adicionados a outra placa, contendo uma @hqde 100 pL do reativo de Griess
(sulfanilamida a 1% em acido fosférico a 1%, clatd de N-1-naftiletiienodiamina 0,1%,
HsPO, em 1% e agua destilada, na proporcéao de 1:1Hm)seguida, foi realizada a leitura
espectrofotométrica em leitora de microplacas @®). O branco foi preparado pela adi¢cao
de 100 yL do reativo de Griess a 10AL do meio DMEM/F12 [1:1] GIBCO.Para
determinagao do teor de nitrito/nitrato, constrsguuma curva padrdo com concentracoes
crescentes de NaN@0,75-100 uM). Os experimentos foram realizadostrgsticata e em

trés diferentes dias.

4.2.7.4 Determinagéo da atividade antioxidante

= Teste do DPPH

Dentre os modelos experimentails vitro que podem ser empregados na
bioprospeccéo de produtos antioxidantes podemasioebr o teste de reducéo do radical
estavel 1,1-difenil-2-picril-hidrazila (DPP}l cuja técnica independe de qualquer atividade
enzimatica. O DPPH possui coloracdo purpura capaseddetectada por espectrofotometria
(517 nm). Quando é reduzido por acdo de um antoxéd ou uma espécie radicalar,
transforma-se no composto difenil-picril-hidrazirgde cor amarela, assim causando uma
reducdo na deteccdo de sua absorvancia. A parirrekultados, pode-se determinar a
porcentagem de atividade antioxidante ou sequestiade radicais livres ou ainda, a

porcentagem de DPPH que n&o foi consumida do reaimanal (ESPiNt al, 2000).

Seguindo metodologia descrita por Saint-Cricq €aakt al (1999), aliquotas de
0,1 mL de concentracdes crescentes do EEEV (1B®500 e 200 pg/mL), vitamina k-(
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tocoferol, 50ug/mL, droga padréo) ou veiculo (metanol, contréeam adicionadas a 3,9

mL de solu¢céo de DPPH (0,3 mM em metanol/etangl. 4 solu¢des foram agitadas com
auxilio de vortex por 1 min e mantidas em tempesatunbiente e ao abrigo da luz. Apos 30
min, as medidas de absorvancia foram realizadasegpectrofotometro (517 nm). Os
experimentos foram realizados em triplicata e e#s tiferentes dias. A porcentagem de
inibicéo foi calculada de acordo com a seguinteaego:

% INIBICAO = | Ao - (_Ac) x 100 (9)
Ao

Onde: Ao = absorvancia da solucdo controle e Absorwéancia da solucdo na presenca da

droga teste.

» Determinacao da atividade da Superoxido Dismutase

A atividade da superdxido dismutase (SOD) foi iadal utilizando metodologia
descrita por Osswalet al (1992) com modificacdes. Nesse método, a riboftae reduzida
fotoquimicamente, gerando radical superoxido comodos produtos dessa reacdo. O anioin
superoxido € capaz de reduzir o NBT (azul de mtrarolio). Na presenca da SOD, a
reducdo do NBT é inibida, com consequente aumep® skus niveis, que pode ser

determinado espectrofotometricamente por meio deeato dos valores de absorvancia.

A mistura reacional, formada por EDTA (0,54 M)migio fosfato de potassio
(AM, pH 7), metionina (11,6 pug/mL), riboflavina 40pg/mL) e NBT (367 pg/mL), foram
adicionados 20Ql de concentragdes crescentes de EEEV (10; 251@De 200 pg/mL) ou
vitamina C (50 pg/mL, droga padrédo). As solucBaidab foram expostas a luz fluorescente
(80 W) por 30 min. Outro grupo preparado seguindnesmo procedimento foi mantido no
escuro. A absorvancia das solucbes em ambas cesdigdminado e néo iluminado, foi
medida em espectrofotometro (560 nm) e a diferezigie as duas absorvancias foi
considerada para a determinagédo da atividade da &Q@Rpressao dos resultados, que

consistiu na inibicdo da reducao do NBT, pela disigéio enzimatica do superoxido.
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4.2.8 Anéalise Estatistica

Os resultados relacionados ao preparo da drogetaleg) solucdes extrativas e a
validagéo do método analitico foram processadégantio o programa Exc¢eR003 (EUA),
adotando os valores de referéncia da legislaca@nteag quando pertinente, sendo
apresentados como média = desvio padrdo e desdid@aelativo. As andlises estatisticas
dos ensaios bioldgicos foram realizadas com auxitioprogramaGraph Pad Prism5.0
(EUA). Os resultados foram expressos como médiao padrdo da média (EPM). As médias
foram comparadas utilizando o teste "t" de Stugemé comparacdo entre duas meédias ou
analise de variancia (ANOVA), onde a significandas contrastes entre as médias foi

estudada pelo teste de Tukey. O critério de sifinifiia foi de p < 0,05.
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5 RESULTADOS
5.1 Prospeccéo fitoquimica
A triagem fitoquimica preliminar da casca Bevelutinarevelou a presenca de

compostos fendlicos, principalmente flavonéidedcaléides, e também taninos e saponinas
(Tabela 7)

Tabela 7.Testesle prospeccéo fitoquimica para a casca do calieydlerina velutina

Classe quimica Indicativo de reagdo positiva Readerocedimento Resultado

Flavondides Coloragéo rosea ou vermell HCI-R e fita de Mg +
Precipitado branco ou leve Mayer -
turvacao branca Bertrand +
Alcaléides Precipitado laranja Dragendorff +
avermelhado Bouchardat -
Precipitado amarelo Hager -
- Camada de espuma estave .. ~x~ .,
Saponinicos ) : Agitagdo vigorosa +
P por mais de 30 min gtag g
FeCk 1%
Taninos Mudanga de coloragéo ou Acetato de chumbo +
formag&o de precipitado ~ Solucdo alcaloidica -
K,Cr,0Oy —
Acetato de cobre 4% +

Antocianicos Mudangas de coloragéo Alteracéo do pH =

Fluorescéncia verde sob luz CCD em placa de silica
Cumarinas Hex:AcOEt:MeOH (6:13:1)

UV (365 nm) revelada com KOH 5%

Coloracao résea na fase Benzeno e solucdo aquosa

Antraquindnicos X N N
9 amoniacal hidroxido de amoénio 10%

Fita de papel absorvente
Cianogenéticos  Fita corada de vermelho embebida em solucdo de ac.  —

picrico e NaCO; a 10%

Ac. 3,5-dinitrobenzoico e

Digitalicos Coloracéo purpura KOH 2N -

(-): ausente; (+): presente; HCI-R: &cido cloriglidgoncentrado; Mg: Magnésio; FgQtloreto férrico;
K,Cr,0O; : dicromato de potassio; UV: ultravioleta; CCD: matografia em camada delgada; Hex:
hexano; AcOEt: acetato de etila; MeOH: metanol; K@Qidroxido de potassio; M@0 carbonato de

sodio.
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5.2 Validacdo de método analitico para quantificag@ por espectrofotometria, de fendis
totais, marcador quimico, no extrato deErythrina velutina

5.2.1 Especificidade

Os perfis espectrais (registro original) da saugadrédo de &cido galico e do
extrato etandlico deE. velutina apés reacdo com o reagente Folin-Ciocalteau estédo
representados riégura 11.

Figura 11. Varredura espectrofotométrica para determinac@spacificidade do método.
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(A) Acido galico (154ug/mL). (B) Extrato Etandlico d&rythrina velutina(154 pg EAG/mg) apos
reacdo com o reagente Folin-Ciocalteau. A analiserdalizada entre 200 e 800 nm. Eixo das

abscissas (x) = concentracdo; Eixo das ordenajlasalys. Abs = absorvancia.
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5.2.2 Linearidade e faixa de trabalho

A avaliacéo da linearidade do método foi investagpelo uso de padrao externo,
bem como pela adicdo de padrdo a matriZahela 8e Tabela 9trazem as concentracdes e
os valores de absorvancias do acido gélico e datex@étandlico d&. velutinacom adicdo de
acido galico, respectivamente. Os coeficientesodeelagcdo encontrados para o acido gélico e
para o extrato etandlico de velutinacom adicdo de acido galico foram de 0,9985 e 8992
respectivamente, com a dispersdo dos resultados uiEiapassando a 5,13%. As
representacdes graficas das curvas de calibragitanjente com as equacdes da reta, estdo
demonstrados naigura 12.

Tabela 8.Valores de absorvancide acido galicabtidos por espectrofotometria (715 nm).

Concentracao (ug/mL) Absorvéancia = DP DPR
4 0,3301 £ 0,0031 0,94
6 0,5125 + 0,0088 1,72
8 0,6710 £ 0,0141 2,10
10 0,8459 + 0,0109 1,29
12 0,9749 £+ 0,0152 1,56
14 1,1224 +0,0119 1,06
16 1,2590 + 0,0199 1,58

Os valores de absorvancia estdo expressos coma niéBiP. As analises foram realizadas em
triplicata. DP = desvio padrdo; DPR = desvio padedativo.

Tabela 9.Valores de absorvancias do extrato etandélic&my¢hrina velutinacom adicao de

acido galico obtidos por espectrofotometria (715.nm

Concentracao (ug EAG/mgQ) Absorvancia £ DP DPR
123,20 0,1459 £ 0,0075 5,13
138,60 0,1762 £ 0,0088 2,36
154,00 0,1986 + 0,0073 3,67
169,40 0,2416 £ 0,0063 2,60
184,80 0,2927 £+ 0,0050 1,70
200,20 0,3250 £ 0,0090 2,78

Os valores de absorvancia estdo expressos coma niéBiP. As analises foram realizadas em
triplicata. DP = desvio padrdo; DPR = desvio padedativo.
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Figura 12. Curvas de calibracéo obtidas pelo método espetdroitrico (715 nm).
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r=0,9985

0,0000 T T T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18

Concentracéo (ug/mL)

0,3500 ~
0,3000 -

0,2500 -
| y = 0,0024x - 0,1564
02000 r=0,9928

0,1500 -

ABS (nm)

0,1000 -

0,0500 -

0,0000 ‘ ‘ ‘ ‘ 1
0,00 50,00 100,00 150,00 200,00 250,00

Concentracgdo (ug/mg)

(A) Acido galico; os resultados foram expressos @wqug/mL. (B) Extrato etandlico dErytryna
velutinacom adicdo de &cido galico. A equacéo da retalida por regresséo linear; os resultados

foram expressos como g de EAG (equivalentes de @dlico) por mg de extrato.
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5.2.3 Precisao

A precisao foi avaliada pelos estudos de repetdune e precisao intermediaria. A
precisdo por repetibilidade foi avaliada por meie seis determinacbes a 100% da
concentracdo de trabalho, em um Unico dia e coresomu analista. A precisdo intermediaria
foi realizada em diferentes dias e com analist@satites, utilizando a mesma concentracao.

Na avaliacdo da precisdo do método por repetaualkgd o valor médio de fendis
totais no extrato etandlico de velutinafoi de 169,48 + 1,06 pg EAG/mg de extrato, com
DPR de 0,63%. Se considerarmos o valor médio danaxia, tem-se 0,6987 + 0,0041 ug
EAG/mg de extrato, com DPR de 0,59%.

Na Tabela 1Q estdo relacionados os resultados da avaliagdo deis@o
intermediariaOs valores médios de fendis totais determinadas@alistas | e |1 (170,91 +
2,14 e 167,72 £ 2,03 EAG pg/mg de extrato, respatiente) nao diferiram estatisticamente
(Fo= 1,11; Riico= 5,05) e apresentam um DPR em torno de 1,2%. Redsgl semelhantes

foram observados no estudo de precisao intermadi@m mesmo analista em dias diferentes.

Tabela 10.Avaliacdo da precisdo intermediaria do método pardise de fendis totais no

extrato etandlico dErythrina velutinapor espectrofotometria.

Dia Analista Abs (nm) Concentracao (ug EAG/mg)
. | 0,7043 + 0,0083 (1,17) 170,91 + 2,14 (1,25)
[l 0,6919 + 0,0078 (1,13) 167,72 £ 2,03 (1,21)
, | 0,6375 + 0,0107 (1,68) 153,62 + 2,77 (1,80)
I 0,6403 + 0,0053 (0,83) 154,33 + 1,37 (0,89)

Os valores estdo expressos como média + DP (DRi&Jiskés em triplicata. As concentracdes foram

expressas como g de EAG (equivalentes de aciampabr mg de extrato.

5.2.4 Exatidao

A exatiddo do presente método foi determinada gponoentagem de recuperagéo
da quantidade conhecida de marcador adicionadotdzm@ ensaio de recuperacao foi
executado a partir de trés amostras em trés ditswr@oncentracdes (baixa, média, alta) com

trés réplicas cada, ou melhor, as concentracdesadeptes a 80, 100% e 120% da solucéo de



68

trabalho, que correspondem a 123,2; 154,0 e 184 BAG/mg de extrato, respectivamente.
As amostras foram preparadas a partir do extrarwoéto deE. velutinae através da adicao

de quantidade conhecida do padrao de trabalho.

A Tabela 11apresenta as absorvancia e concentracdes obéditerminacao da
exatiddo do método. Os valores estdo préximos &l@@riando entre 96,60 e 103,09%,
indicando que o método apresenta capacidade dpere@éio satisfatoria. Os baixos valores

de DPR obtidos indicam precisdo adequada dasdsijtam termos de repetibilidade.

Tabela 11. Determinacdo da exatiddo (recuperacdo) por adigéo trés diferentes

concentracdes de acido galico ao extrato etandééerythrina velutina

Concentracao Recuperacéo (%) Média

0
adicionada (DP) (DP) IR )
80% 103,09 (0,0061)
100% 96,60 (0,0059) 100,26 (3,32) 3,31
120% 101,09 (0,0041)

Média de trés determinagdes. A concentracdo dépadiicionado foi estabelecida em funcéo do teor

de fendis totais no extrato. DP=desvio padrdo; DfeRvio padréo relativo.

5.2.5 Robustez

A mudanca do fabricante do solvente usado na &olagostra do extrato resultou
em concentracdes médias de 154,12 + BBE&AG/mg de extrato para o tipo A e 158,32 +
1,97 ug EAG/mg para o tipo B. A modificacdo do comprineedé onda de 715 para 705 nm
nao apresentou variacdo significativa no valor dduda de absorvancia da amostra
(concentracbes médias de 154,12 + 8,86 e 154,4878 ug EAG/mg de extrato,
respectivamente). A analise de variancia, com dindié aceitacdo de 0,05%, ndo indicou
diferenca significativa dos resultados obtidos pet@or de fendis tota{Jabela 12)

Tabela 12.Avaliacdo estatistica da robustez do método dedeadwgpor espectrofotometria

para quantificacdo de fendis totais no extrato@iemdeErythrina velutina(p < 0,05).

Fatores p-valor

Marca do solvente 0,88

Comprimento de onda 0,28
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5.3 Preparacéo e caracterizagdo do material vegetaimidade residual, granulometria,

cinzas, teor de extrativos e fendis totais

NaTabela 13 pode ser observado que o teor de umidade daascdscaule dE.
veluting determinado durante a secagem em estufa cormogisailacéo e renovacao de ar,
por diferentes periodos (24, 48, 72, 96 e 120 lanhtave-se entre 8 — 14 %. Além disso, as

concentracdes de fendis totais néo diferiram sgati’amente nos periodos investigados.

Tabela 13.Teor de umidade da droga vegetalEigthrina velutinaem diferentes tempos de

secagem em estufas.

T Teor de umidade (%) Fendis Totais (ug EAG/mQ)
empo
g Estufa de Estufa com Estufa de Estufa com
(h) secagem e circulacao e secagem e circulacao e
esterilagao renovacao de ar esterilizagdo  renovacéo de ar
24 12,00 £ 0,22 3,34 £ 0,07 156,28+10,50 161,28+4,16
(2,11) (1,82) (6,72) (2,57)
48 3,49 + 0,06 4,30 + 0,08 151,38+2,95 153,69+4,05
(1,76) (1,73) (1,95) (2,63)
72 4,41 +0,13 5,18 + 0,10 162,20+8,85 157,34+14,96
(1,84) (2,84) (5,46) (9,51)
96 536 +£0,14 6,01 +£0,14 159,86+7,80 162,47+3,98
(1,87) (2,63) (4,88) (2,45)
120 4,82 +0,10 5,72 + 0,08 163,66+3,91 153,26+1,63
(1,43) (2,16) (2,39) (2,39)

Os valores estdo expressos como média + DP (DPRandlises foram realizadas em triplicata. A

casca do caule foi submetida a secagem em esBifa &C.
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Na Figura 13, estdo descritos os resultados obtidos na deter&onag
granulométrica do p6 da casca do cauleEdeelutina Dentre os tamises empregados no
estudo (2000, 710, 355, 250, 180 e 125 um), o taors abertura de malha de 355 um foi o
que reteve maior porcentagem de droga vegetal (42%)

Figura 13. Distribuicdo granulométrica da casca do cauleEdghrina velutinaseca em
estufa com renovacéao e circulacéo de ar.
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Apés secagem, a droga vegetal foi pulverizada enmhmode facas e determinada a
granulometria. Os valores representam a meédiaialpadrao.

Prosseguindo a caracterizacdo farmacognostiéa delutina naTabela 14estdo
descritos o didmetro médio das particulas (0296007 mm), os teores de cinzas (totais:
7,54 + 0,04%; insoluveis em acido: 0,22 + 0,01%)nlcomo a densidade aparente (0,264
0,021 g/mL) e os teores de extrativos em agua 910 31%) e etanol (33,42 + 0,24%).

Tabela 14. Garacterizagcao farmacognostica da droga vegetatytarina velutina

Parametros Resultados obtidos
Diametro médio das particulas (mm) 0,296,007 (2,56)
Densidade aparente ndo compactada (g/mL) 25921 (1,75)
Teor de cinzas totais (%) 7,%40,04 (0,54)
Teor de cinzas insoluveis em acido (%) 2201 (1,26)
Teor de extrativos em agua (%) 10#60,31 (2,87)
Teor de extrativos em etanol (%) 33,42 £ 0,24 (0,71)

Os valores estao expressos como média £ DP (DR)isks foram realizadas em triplicata.
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5.4 Controle microbioldgico da droga vegetal dErythrina velutina

Os resultados do controle microbiologico e ostlipermitidos sdo apresentados
na Tabela 15 onde pode ser observado que ndo houve crescinmaitmbiano de
Escherichia colie Salmonellasp., os quais sdo considerados microrganismos gratams. Na
contagem do nimero total de bactérias, houve onesitd de 2,25 x FAQUFC/g e para fungos

e leveduras, ocorreu o crescimento de 1,75>URTC/g.

Tabela 15.Andlises microbioldgicas do pé das cascas da dregetal dderythrina velutina

Farmacopeia Brasileira

Microorganismo Resultados -
Extrato (a quente Extrato (a frio)

Bactérias aerdbias 2,25 x*0FC/g 1d UFC/g 1dUFC/g

Fungos e leveduras 1,75 x 16 UFC/g 16 UFC/g 16 UFCI/g

Escherichia coli Ausente 18 UFC/g 168 UFCI/g
Salmonella sp Ausente Auséncia Auséncia

Fonte: Farmacopeia Brasileira V Ed. (2010).
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5.5 Desenvolvimento, avaliagdo e sele¢cdo do métaldoproducdo do extrato deErythrina
velutina monitorado pelo teor de fendis totais

Na Tabela 16 estdo descritos os teores de fendis totais eraciw# nos extratos
etandlicos dde. velutinaobtidos com emprego de trés diferentes métodaatiaxts: soxhlet,
maceracéo e percolacédo. Embora o extrato obtidpgroplacdo (153,2 + 3,3 ug EAG/mg de
extrato) tenha apresentado um teor superior enga@laos demais métodos (maceracao e
soxhlet: 149,8 + 2,8; 147,7 + 3,3 ug EAG/mg de a&xir respectivamente), ndo houve
diferenca significativa (ANOVA, Tukey) entre os tes de fendis totais determinados. Em
relacdo ao rendimento extrativo, o extrato obtidogoxhlet mostrou um rendimento superior
(8,83 £ 0,49%) em relacdo aos demais, percolac®&3 (b 0,23%) e maceracao (2,66 +
0,08%). Diante dos resultados obtidos e considerarmuenor custo do processo extrativo, 0s
estudos dé&. velutinaprosseguiram empregando o método da percolacacaparoducdo de
seu extrato etandlico, embora este tenha apresentadrendimento menor em relacdo ao

soxhlet.

Tabela 16.Determinacao do teor de fendis totais e rendimeéasoprocessos extrativos.

Processo extrativo Fendis Totais (ug EAG/mg Rendimento (%)
Soxhlet 147,96 + 6,65 (4,49) 8,83 0,49 (5,50
Percolagéo 155,14 + 3,31 (2,13) 5,63 + 0,23 (4,00)°
Maceragéo 150,08 + 2,78 (1,85) 2,66 + 0,08 (3,0%)°

As analises foram realizadas em triplicata. Osresl@stdo expressos como média = DP (DPRS3. a
percolacdo; kvs maceracao; @s soxhlet (p < 0,05 — ANOVA e Teste de Tukgnst hog. DP =

desvio padrdo; DPR = desvio padréo relativo.
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5.7 Perfil cromatografico do extrato etandlico dérythrina velutina por CLAE-DAD

A analise preliminar do extrato etanolico levelutinapor CLAE-DAD permitiu
a obtencdo de seu perfil cromatografidmgerprint, onde foram identificados cinco
metabdlitos secundérios, todos compostos fendli@is,como hesperidina (Tr: 18,8 min),
abssinina (Tr: 22,9 min), homoesperidina (Tr: 3f), &cido rizénico (Tr: 32,1 min) e
sigmoidina C (Tr: 38,6 minjFigura 14). As substancias foram identificadas com auxilis do
dados espectroscopicos de UV, por comparacao duotele retencdo e, principalmente, por
co-injecdo de padrdes de trabalho, compostos pocdeEs preparadas a partir de moléculas
isoladas da casca &e velutinadurante seu estudo fitoquimico. Na amostra ankdisaota-se
ainda a existéncia de outros componentes a serdmidde quimicamente em estudo

posterior.
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Figura 14. Perfil cromatogréafico do extrato etandlicoEethrina velutina(EEEV) e de seus

metabolitos.

0.14
0.124
0.10

0.08

AU

0.06
0.04

0.02

'[].[]Uj ——

H;C0

CHy
3 GOOH
Y

|
/\Ff\w

CHy

T T T T
20.00 2500
Minutes

0.070
0.060+]
0.050

0.040]

AU

0.030]
0.020]
0010

0.0007-

T
15.00

T T T
20.00 25.00 30.00

Minutes

T
35.00

T
40.00

Os cromatogramas foram obtidos por CLAE-DAD a paldi injecdo de solugcbes das cinco substancia

isoladas a partir das cascas do caul&.deelutina(l. hesperidina; 2. abissinina; 3. homohesperidina

4. acido rizénico; 5. sigmoidina C) (A) e do extratandlico (B). CondigBes cromatograficas: coluna

C8, fase movel (A, tampéo acetato de amoénio 5 miE3p4; B, Actonitrila), eluicdo gradiente,
volume de injegéo de 20 e deteccdo: 0 — 21 min a 286 nm, 21 — 28 minGarz6, 28 — 30,7 min a
286 nm, 30,7 — 35 min a 267 nm e 35 — 45 min ar282
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5.8 Avaliacéo pré-clinica do extrato etandlico dErythrina velutina (EEEV)

Os ensaios toxicolégicos e farmacoldgicos envalvera avaliacdo da
citotoxicidade e o potencial antioxidante, inclwrtdstes quimicos e biolégicos, como cultura
de células SH-SY5Y expostas a acao da 6-OHDA.

5.8.1 Avaliacéo da citotoxicidade em neutrofilosnamo

A Figura 15 mostra o efeito do EEEV em cultura primaria de tridilos,
mensurada através da atividade da enzima LDH. @isese que o EEEV nas concentracdes
de 0,1; 1 e 10 pg/mL n&o promoveu aumento da atieédda LDH (76,93 + 7,80; 55,45 *
5,87; 53,46 £ 5,20 U/L) quando comparado ao coatfé#,56 + 8,31 U/L). No entanto, as
duas maiores doses (100 e 200 pg/mL) promoveraner@onsignificativo da atividade da
LDH (97,64 =+ 10,86; 108,10 + 10,41 U/L) quando cangalo ao controle (44,56 + 8,31 U/L).

Figura 15. Avaliacdo da citotoxicidade do extrato etandlicdeggthrina velutina(EEEV) em

neutrofilos humano determinada através da atividadenzima lactato desidrogenase (LDH).
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Neutrofilos (2,5 x 16cé|u|as/mL) foram incubados com EEEV (0,1; 1; 1@Q; 200 pg/mL) e 15 min
depois foi avaliada a atividade da LDH. HBSS: @duido tratadas; Tx 0,2%: Triton x-100 (0,2% v/v)
— padrao citotéxico; Controle: veiculo (DMSO 1%)s €esultados foram expressos como média +
EPM. avsHBSS; bvscontrole (p < 0,05 — ANOVA e Teste de Tukpgst hog.
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NaFigura 16, pode ser observado que a adigdo do EEEV aosfimgrhumano
em concentracoes crescentes (0,1; 1; 10; 100 @@®@8L) ndo causou reducéo significativa
da viabilidade celular avaliada pelo teste do M89,08 + 8,18; 96,01 £ 4,94; 99,98 + 4,00;
94,12 + 3,63; 98,16 + 4,41%, respectivamente) goactwmparado ao controle (82,16 +
8,31%). No entanto, o triton X-100, padrao citot@xireduziu a viabilidade celular para
27,26 £ 2,19%.

Figura 16. Avaliacdo da citoxicidade do extrato etandlicoEatgtrhina velutina(EEEV) em

neutofilos determinada através do teste do MTT.
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Neutréfilos (2,5 x 10 células/mL) foram incubados com EEEV (0,1; 1; 100; 200 pg/mL) e 3h
depois foi avaliada a viabilidade celular atravésteste do MTT. HBSS: células ndo tratadas; Tx
0,2%: Triton x-100 (0,2% v/v) — padréo citotoxid@pntrole: veiculo (DMSO 1%). Os resultados
foram expressos como média + EPMs&IBSS; bvscontrole (p < 0,05 — ANOVA e Teste de Tukey,
post hog.
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5.8.2 Avaliacao da citotoxicidade em células dhdoem 9L/lacZ

NaFigura 17, observa-se que a adicdo do EEEV as células dagem 9L/lacZ
(células gliais), na menor concentracdo bdmL), ndo foi capaz de reduzir a viabilidade
celular, avaliada pelo teste do MTT. Entretantodasiais concentracdes (100, 400, 1000
pg/mL) foram capazes de reduzir a viabilidade cel@&,45 + 9,45; 3,77 + 0,62; 5,87 *
0,86%, respectivamente) quando comparado ao gamoote (DMEM). Da mesma forma, o
triton X-100, padréo citotdxico, também apresentma reducao significativa da viabilidade
celular, sendo esta equivalente a 1,17 £ 0,13%.

Figura 17. Avaliacdo da citoxicidade do extrato etanodlicokagtrhina velutina(EEEV) em

células gliais determinada através do teste do MTT.
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Células 9L/lacZ (0,5 xT0células/mL) foram incubadas com EEEV (10, 100,, 40@0ug/mL) e 3h
depois foi avaliada a viabilidade celular atravésteste do MTT. DMEM: células néo tratadas; Tx
0,2%: Triton x-100 (0,2% v/v) — padréo citotoxi€esultados foram expressos como média + EPM. a
vsDMEM (p < 0,05 — ANOVA e Teste de Tukgypst hog.
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5.8.3 Modelo experimental da Doencga de Parkinst@itoedo EEEV e do acido rizdnico
(AR) sobre a neurotoxicidade induzida por 6-OHDAIlasthagem humana celular SH-SY5Y

= Teste do MTT

As figuras 18 e 19 mostram o efeito protetor d&E%E do AR, respectivamente,

sobre a neurotoxicidade induzida pela 6-OHDA aslagISH-SY5Y.

NaFigura 18, a adicdo de 6-OHDA (25 uM) causou uma reducaafgigtiva na
viabilidade celular (absorvancia do MTT: 0,2268 ,81®4) quando comparado ao controle
(absorvancia do MTT: 0,4241 + 0,0204). A adicaocdecentracdes crescentes do EEEV
(0,0025 — 1 pg/mL) néo produziu nenhum efeito ea@brviabilidade celular (absorvancia do
MTT: 0,4439 £ 0,0191; 0,4053 + 0,0184; 0,4189 #10,0; 0,4079 £ 0,0129; 0,4203 £ 0,0127,
respectivamente), avaliada pelo teste do MTT. Ngerca da neurotoxina 6-OHDA, EEEV
na concentracédo de 1ug/mL reverteu parcialmenta &itotoxicidade (absorvancia do MTT:
0,3854 + 0,0268) em relacdo a 6-OHDA (absorvancidT: 0,2268 + 0,0164).

Figura 18. Efeito do extrato etandlico derythrina velutina(EEEV) sobre a viabilidade de

células SH-SY5Y na presenca e na auséncia da 6-OkiSe do MTT.
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6-OHDA (25 puM)
EEEV (0,0025-1 pg/mL) foi adicionado a cultura ddutas SH-SY5Y (neuroblastoma humano) 1h
antes da adicao da 6-OHDA (R®/). Os valores estéo expressos como média + ERMsIcantrole, b

vs 6-OHDA (p<0,05 — ANOVA e Tukeyyost hog.
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NaFigura 19, a adicdo de 6-OHDA (25 pM) causou uma reducaafsigtiva na
viabilidade celular (absorvancia do MTT: 0,2268 ,81%4) quando comparado ao controle
(absorvancia do MTT: 0,4227 + 0,0214). A adicdo abmcentracdes crescentes de AR
(0,0025 — 1 pg/mL) nédo produziu nenhum efeito eabr viabilidade celular avaliada pelo
teste do MTT (absorvancia do MTT: 0,4159 * 0,0164:126 + 0,0150; 0,4304 + 0,0169;
0,4154 * 0,0263, respectivamente), excetuando-4smiar concentracdo estudada, 1pg/mL
(absorvancia do MTT: 0,2911 £ 0,0280). Na presalegcaeurotoxina 6-OHDA (25uM), AR
na concentracdo de 0,5 pg/mL reverteu parcialmsnge citotoxicidade (absorvancia do
MTT: 0,3571 £ 0,0401) em relacdo a 6-OHDA (absociédo MTT: 0,2268 + 0,0164).

Figura 19. Efeito do acido rizénico (AR) sobre a viabilidade células SH-SY5Y na

presenca e na auséncia da 6-OHDA: teste do MTT.
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AR (0,0025-1 pg/mL) foi adicionado a cultura deutsd SH-SY5Y (neuroblastoma humano) 1h antes
da adicdo da 6-OHDA (25 pM). Os valores estéo agaecomo média + EPMvacontrole, bvs 6-
OHDA (p<0,05 — ANOVA e Tukeypost hog.
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= Determinacé&o de Nitrito/Nitrato

As figuras 20 e 21 demonstram o efeito do EEEVRe respectivamente, sobre a
formacdao de nitrito induzida pela 6-OHDA em céluas-SY5Y.

NaFigura 20, pode ser observado que a adicao do EEEV, nwvaitede 0,0025 a
1 pg/mL, a cultura de células SH-SY5Y nédo produalteracdes sobre os niveis de
nitrito/nitrato em relacdo ao controle. Apos expasidessas células a neurotoxina 6-OHDA
(25uM), foi detectado um aumento significativo @4+ 1,09 pg/mL) na concentracédo de
nitrito/nitrato, quando comparado ao controle (4+10,33 pg/mL). Contudo, a adicdo de
EEEV em concentracbes crescentes (0,0025; 0,025%; ©,5 e 1 pg/mL) 1h antes da
exposicdo a 6-OHDA (25uM) promoveu uma reducdo ifstgtiva nos niveis de
nitrito/nitrato (28,59 = 1,71; 29,74 + 1,35; 26,161,59; 24,62 + 1,74; 18,52 * 3,28 pg/mL,
respectivamente) em relacdo ao grupo da 6-OHDAE34,1,09 pg/mL).

Figura 20. Efeito do extrato etandlico d&rythrina velutina (EEEV) nos niveis de

nitrito/nitrato na auséncia e na presenca de 6-OldBvcélulas SH-SY5Y.
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6-OHDA (25 uM)
EEEV (0,0025-1 pg/mL) foi adicionado a suspenséodliglas SH-SY5Y (neuroblastoma humano) 1h
antes da 6-OHDA (25 pM). Apos 24h, foi avaliadamrfacdo de nitrito/nitrato por espectrofotometria
(560 nm). Os valores estdo expressos como médieM, B vs controle, bvs 6-OHDA (p<0,05 —
ANOVA e Tukey,post hog.
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Na Figura 21, observa-se que a adicdo de AR (0,0025; 0,022% |0g/mL) a
cultura de células SH-SY5Y néo produziu alteracd@sre os niveis de nitrito/nitrato em
relacdo ao controle. Entretanto, as duas maioreseotracoes estudadas (0,5 e 1 pug/mL)
promoveram alteracdes significativas sobre os sigei nitrito/nitrato (8,39 = 0,22; 19,30 £
0,55 pg/mL, respectivamente) em comparacao aoater(8,69 + 0,40 pg/mL). Entretanto, a
adicdo de AR em concentragfes crescentes (0,00225;®,25; 0,5 e 1 pg/mL) 1h antes da
exposicdo a 6-OHDA (25uM) promoveu uma reducdo ifstgtiva nos niveis de
nitrito/nitrato (27,62 £ 1,93; 28,90 + 0,58; 25,820,68; 15,00 1,40; 23,09 + 1,20 pug/mL,
respectivamente), quando comparado ao grupo daBAJB4,99 + 1,09 ug/mL).

Figura 21. Efeito do acido rizénico (AR) nos niveis de mdhnitrato na auséncia e na
presenca de 6-OHDA em células SH-SY5Y.
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AR (0,0025-1 pg/mL) foi adicionado a suspensaodelas SH-SY5Y (neuroblastoma humano) 1h
antes da 6-OHDA (25 pM). Apos 24h, foi avaliadamrfacdo de nitrito/nitrato por espectrofotometria
(560 nm). Os valores estdo expressos como médiBM. & vs controle, bvs 6-OHDA (p<0,05 —
ANOVA e Tukey,post hog.
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5.8.4 Determinacao da atividade antioxidante

= Teste do DPPH

Pode ser observado Régura 22 que EEEV nas concentracdes de 10; 25; 50; 100
e 200 pg/mL apresentou atividade antioxidante, cedoncdo significativa das absorvancias
(2,609 £ 0,041; 2,480 £ 0,037; 2,269 + 0,037; 1,908,021; 1,471 + 0,021 nm) quando
comparada ao controle (2,765 + 0,023), correspatwlannibicdo de 3,73; 9,89; 18,10; 30,22
e 48,36%, respectivamente. A vitamina E (&@mL), droga antioxidante, também mostrou
reducao significativa da absorvancia (0,131 £+ 0)@®frespondendo a inibicdo de 94,02 +
1,1%. Ambos resultados indicam que houve um consdon@dical DPPH, indicando que o

EEEV possui atividade antioxidante.

Figura 22. Avaliacdo do potencial sequestrador de radicaiedido extrato etandlico de

Erythrina velutina(EEEV), determinada pelo teste do DPPH.
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Vit E: vitamina E (50 pug/mL); Controle: veiculo &ebl). Valores representam a média + EPMs a
controle (p < 0,05 — ANOVA e Teste de Tukpgst hog.
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= Determinacao da atividade da Superoxido Dismutase

NaFigura 23, pode ser observadpie EEEV nas concentragcfes de 10; 25; 50; 100

e 200 pg/mL ndo apresentou atividade antioxidamdie; houve alteracdo significativo das
absorvancias (0,0195 + 0,0044; 0,0239 + 0,00321M& 0,0035; 0,0362 + 0,0048; 0,0290 +
0,0045) quando comparada ao controle (0,0182 £3@)0® vitamina C (5Qug/mL), droga
antioxidante, mostrou um significativo aumento desaoamvancia (0,0963 + 0,0084). Esse
aumento de absorvancia se relaciona ao aumenttivittade da SOD, que dismuta o anion
superoxido a peroxido de hidrogénio, com conseguéiminuicdo da reducdo do NBT. Os
resultados indicam que o EEEV né&o possui ativigaddi®xidante atuando por esta via.

Figura 23. Avaliacdo da atividade da superoxido dismutasefeitoeantioxidadntelo extrato
etandlico deéerythrina velutina(EEEV).
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Vitamina C. Vit C: vitamina C (50 pg/mL). Os resdbs apresentam a diferenca entre as
absorvancias do grupo iluminado e nado iluminadoloMa representam a média + E.P.M. a vs
controle (p < 0,05 — ANOVA e Teste de Tukpgst hog.
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Tabela 17.Resumo dos resultados obtidos na avaliacdo priéaldo extrato etandlico de

Erythrina velutina

Tipo Teste Concentragdes Resultados obtidos
celular realizado avaliadas (ug/mL)
Neutrofilo LDH 0,1;1;10; 100; 200 100 e 200 pg/mL aumentaram
humano atividade da LDH - citotoxico
Neutrofilo MTT 0,1;1;10; 100; 200 N&o  houve interferéncia  na
humano viabilidade celular
9L/lacZ MTT 10; 100; 400; 1000 100; 400; 1000 pg/mdduziram a
viabilidade celular
SH-S5SY MTT 0,0025; 0,025; 0,25;Ndo  houve interferéncia  na
0,5;1 viabilidade celular
SH-S5SY MTT 0,0025; 0,025; 0,25; 1 pg/mL reverteu parcialmente a
+ 0,5;1 citotoxicidade induzida pela 6-OHDA
(6-OHDA)
SH-S5SY  Nitrito/nitrato 0,0025; 0,025; 0,250,5 e 1 ug/mL aumentaram o0s niveis
0,5;1 de nitrito/nitrato
SH-S5SY  Nitrito/nitrato  0,0025; 0,025; 0,25; Todas as concentracdes promoveram

+
(6-OHDA)

DPPH

NBT

0,5;1 reducdo significativa nos niveis de
nitrito/nitrato

10; 25; 50; 100; 200 Todas as concentragpessentaram
atividade antioxidante

10; 25; 50; 100; 200 Auséncia de atividadeoxidante
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6 DISCUSSAO

No presente estudo, foram investigados métodacioslados ao controle de
qualidade e producéo da droga vegetal e extraib geluting além da realizacdo de ensaios
toxicoldgicos e farmacoldgicas vitro do extrato etandélico padronizado da planta, visand

avaliar seu potencial antioxidante e neuroprotetor.

A gualidade de um produto final pode ser asseg@u@m grande parte, a partir do
estabelecimento de parametros para a matéria-pgirda um planejamento adequado de
controle em processo durante a fabricagcdo do madimt®. Assim, a busca pela qualidade de
um medicamento fitoterapico inicia-se principalneeobm a determinacéo de especificacbes
de qualidade da matéria-prima ativa e do produtbado (SIMOESt al, 2003).

Droga vegetal corresponde a planta medicinal,uas partes, apés processos de
coleta, estabilizacdo e secagem, podendo ser dntegsurada, triturada ou pulverizada
(BRASIL, 2010b). Sua identificacdo e caracterizachem como a avaliacdo de seus
principios ativos, sdo tarefas indispensaveis &gugue buscam obter produtos de boa
gualidade (ZARONIet al, 2004). E para a garantia desta, devem ser @rasios diversos
parametros como 0s aspectos fisico-quimicos e hiatdmicos (MIGLIATO et al, 2007).
Com a avaliacdo da qualidade da droga vegetaltivdge a garantia da autenticidade do
material, pureza e a caracterizacdo dos consgRiirguimicos da espécie, além da

determinac&o do teor dos marcadores quimicos (SB&DEL, 2003).

O géneroErythrina € conhecido pela bioprodugdo significativa de léidas,
sendo que estudos mais recentes revelaram tambprasanca de compostos fendlicos,
incluindo flavandides como flavononas, isoflavom8ice pterocarpanos (DA-CUNHe& al.,
1996; RABELOet al, 2001; VIRTUOSO, 2005; CABRAL, 2009). Considerarapotencial
farmacoldgico destes fendlicos, 0s quais possuemméras atividades descritas, sendo as
principais a antioxidante e anti-inflamatéria (OR3A et al, 2008), prosseguiram-se 0S
estudos dé&. velutinacom a investigacéo do teor de fendis totais natlddara tanto, foram
realizados estudos para validar um método espetroétrico (Folin-Ciocalteau) capaz de
guantificar os estes compostos presentes na caszute dde. velutina
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O desenvolvimento, a adapta¢édo ou implementac@ondde um método analitico
envolve um processo de avaliacdo denominado valdagie estima sua eficiéncia na rotina
do laboratorio (BRITCet al, 2003). A validacdo confere ao processo maiofigitidade e
aceitacdo dos resultados, sendo realizada comabdéide de assegurar que a metodologia
analitica seja especifica, reprodutivel, exatébesta em um intervalo especificado no qual o
analito sera analisado (SHABIR, 2003).

A espectroscopia UV-visivel do espectro eletrongééign € uma técnica simples,
rapida e de baixo custo se comparada a outras GiA& (Cromatografia liquida de alta
eficiéncia) ou LC/MS (Cromatografia liquida acoplaa espectrometria de massa). E um dos
meétodos analiticos mais empregados em funcdo deokustez e grande aplicabilidade
(ROCHA; TEIXEIRA, 2004).

Existem variados métodos espectrofotométricos gaeatificacdo de compostos
fendlicos, baseados em diferentes principios, sspda quantificar fendlicos totais ou uma
classe dessas substancias. Entretanto, um dosposamais amplamente empregados € o que
utiiza o reagente de Folin-Ciocalteu, formado pelacidos fosfotiungstico e o
fosfomolibidico. Na presenca de agentes redutamsp os compostos fendlicos, ambos os
acidos sofrem reducgéo, produzindo os chamadostémgsazul e molibdénio azul, complexo
que absorve entre 620 e 740 nm, permitindo uma umag&o dessas substancias redutoras
por meio da alteracdo da coloracdo. Para que a@smsimolibdo e tungstofosfato possam
promover a oxidacao, € necessario que ambos estejdonma de fenolato, obtido através da
alcalinizacdo do meio com solucdo saturada de patbode sodio, a base mais indicada.
Quanto maior a quantidade de hidroxilas ou grupmsneialmente oxidaveis, maior sera a
intensidade da reacdo (ANGELO; JORGE, 2007; SOESA, 2007).

O método para quantificacdo de compostos fendkrossolugcdes extrativas da
casca do caule de. velutinaenquadra-se na categoria |, conforme descrito Bs88%9/03
(BRASIL, 2003). Os testes para essa categoriaivajpta determinacdo de principio ativo
em produtos farmacéuticos ou matérias-primas. Diess#a, no presente estudo, o método
espectrofotométrico para a determinacgéo de fentasstno extrato de. velutinafoi validado
pela avaliacdo dos parametros especificidade, rideede e intervalo, precisdo, exatidao e
robustez (BRASIL, 2003).
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A especificidade de um método instrumental re$eré: sua capacidade em medir
0 analito de interesse com exatiddo mesmo na g@ss demais componentes da amostra
(matriz) (BRASIL, 2003; BERTOL, 2010). Os espectdasabsorcdo (200 - 800 nm) obtidos
para o extrato dE. velutina(154,0ug EAG /mg extrato) e para o acido galico (154g0mL;
padrdo de trabalho) mostraram ser possivel queartifendis na matriz (extrato), mesmo na
presenca de outros constituintes da planta.

A linearidade é a capacidade de um método armatismonstrar que os resultados
obtidos séo diretamente proporcionais a concertrdgdanalito na amostra, dentro de um
intervalo especificado (BRASIL, 2003). Se ha umag&o linear, a curva analitica devera ser
investigada por métodos estatisticos apropriadmsioco calculo da regressao linear cujo
coeficiente de correlacéo linear (r) € frequentamersado para indicar a confiabilidade da
reta como modelo matematico. Um valor maior qué® @&%usualmente requerido. Quanto
mais se aproximar de 1, menor sera a dispersapaiiss experimentais € menor a incerteza
dos coeficientes de regressao estimados (RIBAMNI, 2004; PIANTAVINI, 2010).

No universo do controle de qualidade de medicapsertertamente a melhor
forma para se realizar a avaliagdo da linearidagleid método é através da andlise da
amostra no seu ambiente quimico. Em produtos derarivegetal, os diferentes componentes
da matriz podem causar interferéncias que ndoa@ctddas quando a avaliacédo se faz com o
padrdo analitico (BERTOL, 2010). Dessa forma, res@nte estudo, a linearidade do método
para dosagens de fendis tofisinvestigada pelo emprego de concentracdes enéss tanto
do padrao de trabalho, acido galico (4-16 pg/muantp da matriz, extrato etandélico Be
velutinacom adicdo de padrao (123,20 — 200,20 nug EAG /maxtiato). A escolha da faixa
de 80 a 130% da concentracdo de trabalho visoungdrraamplamente uma possivel
variabilidade do teor de compostos fendlicos naagxt Os valores dos coeficientes de
correlagdo encontrados foram de 0,9985 e 0,992&apae matriz adicionda de padrao,
respectivamente, atedendendo, portanto, as recap@esida RE 899/03 (BRASIL, 2003).

A precisdo de um procedimento analitico expregzaximidade de concordancia
(grau de dispersado) entre a série de leituras axbtie@ multiplas réplicas da mesma amostra
homogénea sob condi¢des prescritas (INMETRO, 20D7nétodo demonstrou ser preciso

tanto na avaliacdo da repetibilidade, DPR de 0,6p%nto na precisédo intermediaria, DPR
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variando entre 0,89 e 1,80%, ambas menor que 58neendo portanto ao critério minimo
aceitavel pela ANVISA (BRASIL, 2003).

A exatiddo descreve a relacdo entre o valor erexmtpelo método e o valor
aceito como verdadeiro ou de referéncia. A indigphdade de obteng&do da matriz sem os
analitos de interesse, compostos fendlicos, levoecassidade de executar o teste de exatidao
pelo procedimento da adicdo de padrdo a amostraesdtados obtidos provaram que o
método analitico é preciso e exato, uma vez queraeptual de recuperacéo obtido manteve-
se entre 96,60 e 103,09%, superior aos 95 % exdgéta legislacao vigente e apresentando
DPR menor que 5% (BRASIL, 2003).

A robustez avalia a capacidade do método em ireaigiequenas e deliberadas
variacdes dos parametros analiticos, indicandocenéiabilidade durante seu uso na rotina
normal. Deve ser testada geralmente durante o wdasenento do método e quando
constatada sua susceptibilidade a variagcdes nadicoes analiticas, estas deverdo ser
controladas e precaucdes deverdo ser incluidasrowegimento (BRASIL, 2003). As
mudancas devem refletir as alteracdes que possamepguando um método é transferido
para outros laboratérios, analistas ou equipamefROBANI et al, 2004). No presente
estudo, 0 método apresentou-se robusto quantoaa@metros avaliados: marca do solvente

utilizado no preparo das solu¢des amostras e comepto de onda de leitura (nm).

Dentre as etapas necessarias para propiciar otemeargualidade de matérias-
primas oriundas de material vegetal, a secagem édosnprocessos mais comumente
realizado, pois além de diminuir o teor de aguailifa sua conservacdo, uma vez que a
presenca excessiva de umidade em drogas vegetaifigp@ acdo de enzimas que podem
promover a degradacdo de constituintes quimicasmbém favorecer ao desenvolvimento de
insetos e microrganismos como bactérias e fungdsREDSO, 2009; FARMACOPEIA
BRASILEIRA IV, 2010).

O teor de umidade das cascas do caul&.deeluting determinado durante a
secagem em estufa sem ou com circulacdo e renodacaq por diferentes periodos (24, 48,
72, 96 e 120h), manteve-se dentro ou abaixo daelimecomendado pela Farmacopeia
Brasileira 1V (2010), que € de 8 a 14%. Desta foragaresultados obtidos mostram que as

duas condicOes de secagem podem ser empregaddsteaiimente na preparacédo da droga
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vegetal no periodo de 24h. Entretanto, a escolllmgeeagem em estufa com circulagéo e
renovacdo de ar deu-se devido a inconvenientesvaloges durante o estudo. As andlises
realizadas para a quantificacdo de compostos t@msoliotais em solucdes extrativas
preparadas a partir das amostras coletadas nosrdée intervalos de secagem, em ambos os
métodos, tiveram por objetivo avaliar a melhor d¢o@dl a ser empregada, visando a

padronizacdo desse processo.

Apos secagem, a moagem possibilitou reduzir meaarénte o material vegetal a
fragmentos de pequenas dimensdes. Para determidag@amanho das particulas do pé das
cascas do caule de. velutina realizou-se sua analise granulométrica. A granatda da
droga vegetal constitui um parametro imprescindéveder estabelecido, considerando sua
influéncia direta no processo extrativo. Quandopsessui um grande diametro médio de
particulas, maiores que 800 um, a extracdo podersgrdicada por ndo permitir a completa
penetracdo do liquido extrator no interior das laesluPor outro lado, quando apresenta um
diametro médio inferior a 200 um, também pode feter negativamente por ocasionar
compactacao do po, dificultando a passagem dorgelve caso da percolacdo ou mesmo a
passagem de particulas mais finas para o extraferindo-lhe uma aparéncia turva
(ALBERTON et al, 2001).

A andlise estatistica dos resultados obtidos nbhag@o granulométrica do po das
cacas do caule de velutinademonstrou que 42% da droga vegetal ficou retidamis com
abertura de malha de 355 um, detectando-se um tléamedio de particulas de 296 pm,
caracterizando-se este p6 como sendo moderadamersso (WHO, 1998). A utilizacdo
dessa classificacdo de pd € recomendada para degnaaioria das drogas vegetais com
perspectivas ao emprego na producao de fitotersypRIdARAPINet al, 2000).A densidade
aparente ndo compactada do p6 da casca do caute delutinatambém foi avaliada,
apresentando um valor de 0,263 g/mL.

A determinacdo das cinzas totais estabelece didade de impurezas inorganicas
nao-volateis, subdividindo-se em cinzas fisiolégiague derivam dos tecidos da planta, e as
ndo fisioldégicas, compostas por particulas estmardderidas ao material, como areia. O
conhecimento do teor de cinzas insoluveis em agrdporciona um indicativo de silica e
constituintes silicosos presentes na droga ve{fefedRMACOPEIA BRASILEIRA 1V, 1988;
WHO, 1998). No presente estudo, os teores de citmtas e cinzas insoliveis em &cido
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foram de 7,54% e 0,22%, respectivamente. Comdaram encontrados na literatura outros
dados que pudessem ser confrontados com valoresteamos, ndo é possivel inferir se estes
sao alto, meédio ou baixo. Assim, os resultadosdobtifornecem um indicativo da possivel

composicao ndo organica do material vegetal.

A determinacdo do teor de extrativos é importa@ate @valiar a capacidade que
determinado solvente possui em extrair composta®satpresentes no material vegetal
(ALBERTON et al, 2001). No entanto, € importante levar em comai@® a substancia que
se deseja extrair. Em relagcadcaveluting observou-se que o teor de extrativos em etanol
(33,42%) foi cerca de trés vezes superior ao do decextrativos em agua (10,69%). Para
substancias com alta polaridade, como compostadides, o etanol pode ser facilmente
empregado como solvente extrator, ja os flavonésdeseficientemente extraidos com uma
mistura etanol/agua (SIMOES al, 2003; HUBINGERet al, 2009).

Além dos aspectos fisico-quimicos, o controle afimldgico é indispensavel para
garantir a qualidade do material botanico, conanl#o-se que a contaminacdo pode ser
intensificada com o tempo e ndo somente comprontetaaterial em si, mas também o
usudrio (SIMOEet al, 2003). As anélises visam assegurar o consunpoadiitos com boa
qualidade com um limite aceitdvel de microrganisneos isencdo dos patogénicos ou
potencialmente prejudiciais (MIGLIATO, 2007).

O controle microbiolégico realizado a partir dasaas do caule de. velutina
permitiu observar que nao houve crescimentdsgeherichia colinem deSalmonellasp.,
ambas consideradas bactérias patogénicas. Na eantdg numero total de bactérias, houve
crescimento de 2,25 x 1QFC/g e para fungos, ocorreu o crescimento de .1 UFC/g.

O resultado da contagem bacteriana permanece ddpdréimites indicados para processos
extrativos tanto a quente quanto a frio. Contudaumero total de fungos e leveduras
encontra-se um pouco acima do limite estipuladepssiderarmos que a droga vegetal possa
ser submetida a processo extrativo a frio. A graqdantidade de microorganismos na
amostra analisada pode ser pertencente a sua lmiaro&tural ou mesmo ter sido introduzida
durante sua manipulacdo (FARMACOPEIA BRASILEIRA2010).

Dentre as matérias-primas empregadas na prodecatedicamentos, 0s extratos

vegetais constituem uma das fontes mais ricas psegobtencdo de farmacos, pro-farmacos
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ou fitoterapicos constituidos de fitocomplexos. ©stratos vegetais sdo preparacdes
farmacéuticas obtidas a partir de matérias-primegetais, onde podem ser empregados
diversos métodos, incluindo variagdes na naturezsotVente e na sua proporcédo em relacao
a droga vegetal (SIMOE&t al, 2003; FONSECA, 2008). Em linhas gerais, objetigano
desenvolvimento de um método extrativo obter-se poduto com padrdo de qualidade
satisfatério com o menor tempo e custo possivetsdlesentido, varios estudos tém sido
realizados em nosso laboratorio (ARARUNA, 2008; BBCA, 2009), resultando na
otimizacdo do processo de producédo de extratdsntmurana cearensi@umaru) eJusticia

pectoralis(chamba).

Na escolha de um método extrativo, deve-se avaliciéncia, a estabilidade das
substancias extraidas, a disponibilidade dos meioscusto do processo, considerando a
finalidade do extrato que se quer preparar. Commraposi¢cdo quimica das plantas é
extremamente complexa, frequentemente ocorre @xtragncomitante de varios compostos,
farmacologicamente ativos ou ndo. Por isso, deverseeiramente definir, com a maior
precisdo possivel, o que se deseja obter. De aamaoessa definicdo e levando-se em
consideracdo os fatores envolvidos no process@texty pode-se escolher o método e o
solvente que serdo empregados (COSTA, 1994; SIMEES 2003).

Os compostos fendlicos de origem vegetal tém aldo de inUmeras pesquisas
principalmente em funcédo do seu potencial farmagotdque envolve diversas atividades,
como anticancerigena, anti-mutagénica, anti-at@iogé, antioxidante e anti-inflamatéria
(VINUESA; FARIA; CESAR, 2008).

Uma vez que os compostos fendlicos podem serasbidpartir de um extrato
etandlico do material fresco ou seco, na produgiextrato vegetal envolvido no presente
estudo, foi empregado como solvente extrator coe(GHRTUOSO, 2005; CABRAL, 2009).
Dentre os métodos extrativos (percolacdo, macerapilet) investigados para a producao
do extrato etandlico de. veluting a percolacéo foi escolhida ao se considerar adiedenois
totais, rendimento e menor custo em relacdo aosidemétodos (SIMOESt al, 2003). Os
teores de fendis totais obtidos pelo emprego diss rtrétodos na preparacdo do EEEV néo
diferiram significativamente, contudo, em relac@orendimento, foi observada a seguinte a
seguinte ordem: soxhlet > percolacdo > maceracésinA a selecdo do meétodo extrativo

percolacdo deu-se considerando, especialmentey gaghlet requer um maior investimento
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em infra-estrutura e material de custeio em relagg®rcolacdo. Além disso, esse método
envolve o emprego de temperatura elevada, que favdeecer o processo extrativo, mas

também causar degradacao de metabdlitos secundarios

O controle de qualidade é considerado uma dasastampis importante no
desenvolvimento de medicamentos fitoterapicos. Beat ferramentes empregadas para
caracterizar esses produtos, pode ser relacionadaospeccdo fitoquimica, teor de
marcador(es) e dingerprint ou perfil cromatografico (BRASIL, 2010b). Esseinalh foi
introduzido pela OMS e vem sendo cada vez maigcacemo ferramenta para avaliacao e
controle de qualidade de materiais a base de glantke seus produtos acabados, permitindo
inclusive a dinstincédo entre espécies. Dentre dedné cromatograficos mais utilizados com
essa finalidade, destaca-se a cromatografia licquedalta eficiéncia (CLAE) (ZHAt al,
2005; ZHANGet al, 2005; LlUet al, 2007).

Em um sistema CLAE, a deteccdo de substancias gadse pela medida de
absorcéo por ultravioleta com emprego, por exemyio,detector de arranjo de fotodiodo.
Uma apropriada selecdo do comprimento de onda éxdnmo de absor¢do) pode possibilitar
gue moléculas de interesse possam ser detectadamamr sensibilidade, particularmente
guando diferentes grupos polifendlicos estdo ptesesm uma mesma amostra (PEREIRA,
2010). A verificacdo do tempo de retencéo e a @D de padrdes externos na amostra sao

(teis nesse processo.

Um dos métodos empregados na analise de aciddlictene flavondides envolve
o emprego de CLAE utilizando coluna de fase rev€sa ou C8. A eluicdo com gradiente é
normalmente usada em virtude da complexidade dasteas. Numerosas fases moveis tém
sido empregadas, mas um sistema binario compregodeém componente aquoso e um
solvente organico menos polar (acetonitrila ou majaem sido o mais comum. A adi¢ao de
acido (formico, acético ou fosforico) a fase aquosao uso de tampdes tem sido utilizado
para manter o pH apropriado durante a execucdo rddiegte (SOCHAet al, 2009;
TSIAPARA et al, 2009). No presente estudo, foi determinado deemannédita o perfil
cromatografico do EEEV com a identificacdo de quaterivados flavénicos, hesperidina,
homoesperidina, abissinina e sigmoidina C, e undoadendlico, o acido rizénico,

identificados pela primeira vez na planta, excedoase a homoesperidina.



93

Vérios estudos (ROSE LISIEUX; JACOMO; OLIVEIRA, @0 ZHAO et al,
2005; CARDOSO; HONDA; DIAS, 2006; LIt al, 2007; SONGCet al, 2010; BAKRI et
al., 2011) tém utilizado a determinacéao fawerprint como ferramenta Gtil na padronizacao
de extratos vegetais e/ou produtos acabados, maduiespécies comad\spidosperma
parvifolium Psoralea corylifolia espécies dePolygonum Salvia miltiorrhiza Rosae
RugosagGingko biloba.

A identificacdo no EEEV de um acido fendlico efld&ondides corrobora com
dados da literatura (DA-CUNHA&t al, 1996; RABELOet al, 2001; VIRTUOSO, 2005;
CABRAL, 2009), que relata a presenca de uma graradeedade desses compostos na
espécie. A homoesperidina, uma flavanona, ja feéeremrmente isolada por Rabeét al
(2001) e as demais foram encontradas pela primezana espécie. A semelhanca da4 -
metilsigmoidina B, identificada por Cabral (2008)sigmoidina C também é uma flavanona
prenilada. Ambas substancias foram obtidas por wheiextrato etandlico a partir das cascas
do caule det. velutina A hesperidina, também uma flavanona, € amplanaifitadida em
frutas citrica (NOGATAet al, 2006), sendo bastante investigada.

Estudos anteriores (RIBEIR@t al, 2006; VINCETINO; MENEZES, 2007,
RAUPP et al, 2008), incluindo nosso grupo de pesquisa (VASCENOS et al, 2003,
2004, 2007, 2011), determinaram varias atividadesdcologicas, como ansiolitica, sedativa,
anticonvulsivante, analgésica, anti-inflamatérenéoxidante, para extratos da casca do caule
de E. velutina Contudo, considerando a inexisténcia de dadawafwlogicos acerca do
EEEV, cujo processo de producdo e controle ndomfoeanpregados anteriormente, €
necessario a realizacéo de estudos biolégicostnmarde determinar de maneira preliminar

sua seguranca e eficaamnavitro.

Nesse sentido, foram investigados os possiveisogfédxicos do EEEV em
cultura de células, neutréfilo humano, célulasiglie SH-5YSY, bem como a atividade
antioxidante, incluindo modelo experimental da deerde Parkinsonin vitro. Isso,
considerando os efeitos no sistema nervoso ce(®EC) de extratos dé. velutina
determinados anteriormente (DANTAS al, 2004; VASCONCELOSet al, 2004, 2007;
VINCETINO; MENEZES, 2007; RAUPIt al, 2008; CHOI, 2008; HWANG; YEN, 2008).



94

A avaliacdo da citotoxicidade do EEEV foi realiadadicialmente em neutréfilos
humanos e em células gliais através da determindg&atividade da lactato desidrogenase
(LDH) e/ou do teste do MTT (brometo de 3-(4,5-diittiazol-2)-2,5-difeniltetrazolio), que
atuam como indicativo dos possiveis efeitos tOxdesuma droga teste sobre a membrana

plasmatica e metabolismo celular, respectivamente.

A LDH é uma enzima da classe das oxirredutasdslizzaa reducéo reversivel do
piruvato a lactato na presenca da coenzima N@izotinamida adenina dinucleotideo), que
atua como doador e aceptor de hidrogénio. Est&meeem todas as células do organismo,
sendo mais abundante no musculo esquelético, mliocdigado, eritdcitos, rins, 0ssos e
pulmbes. Em ensaios biologicos, auxilia na pesouésa&iabilidade celular, pois como faz
parte da membrana celular, de organelas e dosuchngeitosoélicos, sua deteccao no fluido
extracelular é indicativo de morte ou perda dagmdade celular (SOARES®t al, 2002;
MACHADO, 2010). EEEV nas concentragbes de 100 e 2(gmL aumentou
significativamente a atividade da LDH em neutr&ilmumanos, quando comparado ao grupo
controle, sugerindo, portanto, uma relativa citatildade do produto por alteracdo na

permeabilidade da membrana plasmatica

O teste do MTT é um método de avaliacdo da citotede r4pido, sensivel e
barato. Consiste em uma analise colorimétricadnmsaa conversao do sal de MTT, de cor
amarela, para o sal de formazan, de cor purpugsqgwcorre em células metabolicamente
ativas e que estejam viaveis, através da acado dma&rsuccinil-desidrogenase presente nas
mitocondrias, assim permitindo a quantificacdo retdi do percentual de células vivas
(MOSMANN, 1983).No presente estudo, as concentracdes de EEEV igsaas (0,1; 1; 10;
100 e 200ug/mL) ndo interferiram na viabilidade celular deumnéfilos humanos quando
comparado ao grupo controle, sugerindo uma auséec@totoxidade sobre o metabolismo
celular, particularmente relacionado a atividade eazima mitocondrial succinato
desidrogenase. Entretanto, quando se procedediacdeada citotoxicidade sobre células da
linhagem 9L/lacZ (células gliais), foi observadaaumeducéo significativa da viabilidade

celular a partir da concentragéo de u@0dmL em relacdo ao grupo controle.

O teste do DPPHradical 1,1- difenil-2-picrilhidrazila) é baseada reducéo, por
acao de um antioxidante ou de uma espécie radiaasolucdes alcoolicas desse radical,
que possui coloragdo purpura, transformando-se ampasto difenil-picril-hidrazina, de
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coloracdo amarela, causando uma diminuicdo dosegbte absorvancia. EEEV apresentou
atividade antioxidante significativa, corroborarmon os resultados obtidos por Vicentino e
Menezes (2007). Baseado no mecanismo de reducdeonalécula de DPPHe no
conhecimento prévio da constituicdo quimicakdeveluting possivelmente, parte da acao
antioxidante observada pode estar relacionada semga de substancias com grupamentos
hidroxila disponiveis na planta (MENSO& al, 2001). Além disso, a hesperidina, uma
isoflavanona identificada no EEEV, €& bastante coidlae por apresentar atividade
sequestradora de radicais livres (CHOI, 2008a, ROG8VANG; YEN, 2008).

A avaliagdo da atividade da SOD baseou-se em wiegid que promove a
reducao fotoquimica da riboflavina para geraca®@4Je(radical superéxido), que por sua vez
reduz o NBT (azul de nitro tetrazolio). Na preserz| SOD, esta reducdo € inibida
(OSSWALD et al, 1992). EEEV néo apresentou atividade antioxalgdr essa via, ao
contrario da vitamina C (acido ascérbico - drogar@a), que mostrou uma atividade
antioxidante que pode estar possivelmente relad@daasua abilidade de removes Qalém
de outros oxidantes como OH(radical hidroxila), HO, (peréxido de hidrogénio) &0,
(oxigénio singleto) (MUGGLI, 1993). Assim, os residlos obtidos mostraram que o EEEV
tem potencial sequestrador de radicais livres, mdasparece estar relacionada a remoc¢éo do
radical superoxido.

O dano celular originado por EROs e ERNs (espémativas de oxigénio e
nitrogénio, respectivamente) tem sido relacionagmatdlogia de véarias desordens do SNC,
como doencga de Parkinson e Alzheimer, acidentesulaass cerebrais, deméncia, choque,
edema cerebral, entre outros (RESNICK; PARKER, 1@RBGUN-SHERKI et al, 2001).

As EROs e ERNs sédo produzidas normalmente nos seres como consequéncia de
diversos processos metabolicos que envolvem reac@estransferéncia de elétrons
(BARREIROS et al, 2006; FERREIRA; MATSUBARA, 2007). Quando a proda de
espécies reativas é maior que a capacidade deddegmadestas pelas defesas antioxidantes,
produz-se um desequilibrio no organismo denomiredestressse oxidativo que pode lesionar
diferentes tecidos, dependendo da extensdo, due¢fm de oxidante envolvido (SIES;
STAHL; SEVANIAN; 2005). Na verdade, existe um bajanconstante entre fatores pro e
antioxidantes e o estresse oxidativo pode ocoraetot pela diminuicdo das defesas

antioxidantes como pelo aumento dos fatores prdamtes (KAULet al, 1993).
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O cérebro é particularmente vulneravel a espémi@antes por apresentar uma
elevada taxa de atividade metabdlica oxidativeeeaglo consumo de oxigénio em relacdo ao
demais tecidos, além disso, apresenta um nivdivaiaente baixo de enzimas antioxidantes,
niveis elevados de metais de transicdo e aindac@ em acidos graxos insaturados,
propiciando a ocorréncia de peroxidagdo lipidicBA(HWELL; WHITEMAN, 2004;
PEREIRA, 2009). Neurotoxinas sdo capazes de induziroducdo e liberacdo de Oxido
nitrico (NO), que pode ser indiretamente observpdo medicbes das concentracbes de
nitrito. Na presenca de radicais superoxido, o MO@epformar espécies altamente reativas,

como 0 peroxinitrito, contribuindo ainda mais pasadanos celulares (BLUB al, 2001).

O potencialantioxidante dos flavonoides deve-se a capacidadtesl em quelar
metais e sequestrar radicais livres, bem como gedm a atuacdo das oxigenases, como a
lipoxigenase, a cicloxigenase, a mieloperoxidas®lADPH oxidase e a xantina oxidase.
Outros mecanismos podem compreender a inibicAondienas envolvidas diretamente em
processos oxidativos e na estimulacdo de outraspcopriedades antioxidantes, destacando-
se a catalase (CAT) e a superoxido dismutase (TRYEBA; SANCHEZ, 2001).

Na doenca de Parkinson (DP), admite-se como meeotral a formacédo de
oxidantes, que sao capazes de instalar o estreisksdivo e, consequentemente, causar danos
a substancia negra. O esclarecimento parcial doepso de morte celular € comumente
estudado em protocolos experimentais que utilizanmatoxinas, como a 6-OHDA (NOBRE-
JUNIOR et al, 2003), derivado hidroxilado da dopamina, queoémfdo de maneira
enddgena em pacientes com DP (ANDREWaL, 1993). Essa neurotoxinia, vitro, € capaz
de induzir estresse oxidativo (TIFANY-CASTIGLIONdt al, 1982), apoptose de varias
linhagens celulares (Oldt al, 1998), aléem de ser um potente ativador do fatarear-
kappaB (NFkB) (BLUM et al, 2001). Atualmente, uma das linhagens celularess m
utilizadas para o estudo de eventos relacionadd3Paé a SH-SY5Y, que apresenta

caracteristicas de neurénios dopaminérgicos.

No presente estudo, observou-se que tanto o EEBNt@w acido rizénico (AR),
um acido fendlico isolado da casca do caul& deeluting presente no extrato da planta, nao
foram citotoxicos para células SH-SY5Y, mensuranlavas do teste do MTT. Além disso,
tanto EEEV quanto AR, preveniram parcialmente aatenicidade induzida pela 6-OHDA

em células SH-SY5Y, também mensurado pelo tesMTdn
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A producdo enddgena em niveis satisfatérios de W@e er benéfica para o
organismo. No entanto, sua producao excessiva pstde relacionada com a fisiopatologia
de inumeras doencas dos sistemas cardiovasculaneim nervoso. Recentemente, tem-se
relatado o envolvimento do sistema nitrérgico natmde do movimento e em alteracbes
patologicas dos ganglios basais. Essas areas eloraérontém uma alta expressdo de Oxido
nitrico sintase.O nitrito € um produto do metabolismo oxidativo N®, que pode ser
mensurado por espectrofotometria com o empregoedgente de Griess (RAMOS al
2006; PIERUCCEt al, 2011). No presente estudo, partes das concértragvestigadas do
EEEV e do AR reduziram significativamente o aumetds niveis de nitrito/nitrato induzido
por 6-OHDA em células SH-5YSY.

Estudos (LEAL et al, 2005; KAARIAINEN et al, 2008; GUITIERREZ-
MERINO et al, 2011) tém demonstrado o potencial de compostasli€os, incluindo
flavondides, como neuroprotetores. Choi e Ahn (2008straram o potencial antioxidante da
hesperetina, metabdlito ativo da hesperidina, wanofidide (flavanona) capaz de inibir a
peroxidacao lipidica e oxidacdo de proteinas, aflamfavorecer a acdo antioxidante de
sistemas enziméaticos (catalase, superdxido disejutasndo enzimaticos (glutationa e
glutationa oxidada). Outros compostos fendlicosn@oo amburosideo A, um glicosideo
isolado deAmburana cearensigambém apresentou atividade antioxidante, protbges
neurbnios contra a neurotoxicidade induzida pel@H®A por reducdo da peroxidacdo
lipidica e dos niveis de nitrito/nitrato (LEAdt al., 2005).

Diante dos resultados obtidos, EEEV e/ou AR mamtnauma baixa citotoxicidade
nas culturas de células investigadas (neutrofyjbial e neuroblastma humano). Em relacdo ao
potencial farmacolégico, EEEV e/ou AR mostraram patencial neuroprotetor que esta
possivelmente relacionado a atividade antioxidardentudo estudos adicionais séo
necessarios. No futuro, a confirmacdo dessa neategdo podera implicar no
desenvolvimento, a partir d&. veluting de um fitoterapico padronizado como uma opc¢ao

terapéutica no tratamento de desordens neurodedgieasy como a DP.
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7 CONCLUSOES

Os resultados obtidos no presente estudo farmaoéetifarmacologico dé&.

velutinapermitiram as seguintes conclusdes:

» O meétodo analitico desenvolvido para a determingc@mntitativa de fendis totais em
solugbes extrativas obtidas a partir da casca ddecade E. velutina por
espectrofotometria, foi especifico, linear, preciexato e robusto, podendo ser

utilizado no controle de qualidade de produtosvaeios da planta.

= A droga vegetal pode ser preparada adequadamentestrda com circulagdo e
renovacdo de ar por 24h a 80°C. Nessa condicéamfdeterminados parametros de
qualidade da droga vegetal, como percentual de adajdteor de cinzas (totais e
insollveis em &cido), teor de extrativos em aguatamol, teor de fendis totais

(marcador quimico) e controle microbioldgico.

= O método extrativo empregado para a producdo datexétanolico dde. velutina
(EEEV), a partir da droga vegetal (p6 moderadamgnigso), foi a percolacdo. O
EEEV foi caracterizado quanto ao teor de fenémisppor espectrofotometria e perfil
cromatografico por CLAE-DAD, este ultimo resultanda identificagdo de cinco
compostos fendlicos, sendo quatro derivados flaxdni abssinina, hesperidina,

homoesperidina e sigmoidina C e um acido fendbcacido rizénico.

= Na avaliacdo dos possiveis efeitos toxicos de EEUI AR em células, como
neutréfilo humano, linhagens SH-5YSY (neuroblastémiaano) e 9L/lacZ (glial), foi
observada uma relativa citotoxicidade em neutrdalividade LDH) e células gliais

(teste do MTT) a partir da concentragao de 100 1g/m

= EEEV mostrou atividade antioxidante, sequestradereadicais livre, que parece nao
estar relacionada a remocdo do anion superoxido. fenos parte da atividade
neuroprotetora do EEEV sobre a neurotoxicidade zisdupor 6-OHDA em células
SH-5YSY parece esté relacionada a presenca de stospiendlicos na planta, como

0 acido rizénico.
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Dessa forma, os dados obtidos no presente estsiddeteceram métodos e
especificacdes de interesse para a producdo eokouie qualidade de um fitoterapico
empregando como matéria-prima ativa o extrato &tande E. veluting que mostrou

potencial neuroprotetan vitro. Contudo, estudos adicionais sado ainda necessarios
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