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RESUMO
A ansiedade apresenta-se como um dos principais transtornos mentais da atualidade,
configurando-se, portanto, como um instrumento de pesquisa de grande interesse,
principalmente no que se diz respeito a alternativas terapéuticas eficazes e com menos efeitos
adversos. Na medicina popular brasileira, a Erythrina velutina Willd. (Fabaceae) popularmente
conhecida como bico-de-papagaio ou mulungu, consiste em uma planta encontrada em regides
tropicais e subtropicais do pais, pelo qual o decocto da casca ¢ utilizado contra algumas
verminoses € principalmente como sedativo e calmante. Desta forma, este trabalho tem por
objetivo produzir e padronizar um insumo farmacéutico ativo vegetal (IFAV) de uma planta
medicinal oriunda do semiarido brasileiro, com potencial ansiolitico. Inicialmente, foi obtido o
extrato hidroalcoolico da casca de E. velutina, por diferentes métodos extrativos (ultrassom e
turbolise) e por diferentes concentracdes de solvente, obtendo-se assim os IFAV. Em seguida,
foi realizada a prospec¢ao fitoquimica buscando quantificar os principais metabdlitos presentes.
A partir dessa investigacdo, o extrato mais promissor foi submetido a padronizagdo do marcador
quimico através da técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e a quantificagdo
por meio da espectroscopia na regiao do UV-visivel. Posteriormente, avaliou-se o potencial
toxico in vivo em dose unica (2000 mg/kg) utilizando camundongos Swiss. Para a avaliacao da
atividade ansiolitica do extrato seco de E. velutina foi realizado os testes comportamentais, a
exemplo, Teste em Labirinto cruz elevada (TLCE), Teste de Movimentag¢ao Espontanea (TME)
e teste de barra giratéria (rota rod). Em seguida, o extrato foi associado a misturas binarias com
adjuvantes farmacotécnicos por meio de técnicas como, DTA, TG, FTIR e técnicas
quimiometricas (PCA e HCA), no qual avaliou-se a presenca ou auséncia de
incompatibilidades. Como resultado, os estudos revelaram que o método extrativo que
apresentou maior quantidade de metabolitos secundarios do extrato de E. velutina foi o de
turbolise, na proporcao agua:etanol 30/70 v/v. A toxicidade aguda do extrato realizada em
camundongos ndo evidenciou nenhuma toxicidade, classificando-o como atéxico. Os testes
farmacoldgicos in vivo revelaram que, o extrato de E. velutina na dose de 250 mg Kg-1
demonstrou maior potencial ansiolitico quando comparado com as outras doses administradas
(62,5 ¢ 125 mg Kg-1). Durante a investigagao de compatibilidade, foram observadas algumas
evidencias de interacdo entre extrato e excipientes por meio das técnicas e DTA, TG, PCA e
HCA, porém na técnica de FTIR ndo foi observado interagdes quimicas entre as misturas
binarias. Deste modo, os excipientes que se mostraram promissores para compor uma futura

formulacao foram a lactose, hidroxipropilmetilcelulose e estearato de magnésio. Portanto, o



estudo permitiu a obteng¢do de um IFAV de E. velutina com atividade ansiolitica comprovada e

promissora no combate a transtornos ansiosos como uma alternativa terapéutica.

Palavras-chave: ansiedade; Erythrina velutina; potencial ansiolitico.



ABSTRACT

Anxiety is one of the main mental disorders of today, thus configuring itself as a research tool
of great interest, especially regarding effective therapeutic alternatives with fewer adverse
effects. In Brazilian folk medicine, Erythrina velutina Willd. (Fabaceae), popularly known as
"bico-de-papagaio" or "mulungu," is a plant found in tropical and subtropical regions of the
country, for which the decoction of the bark is used against some parasitic infections and mainly
as a sedative and calming agent. Therefore, this work aims to produce and standardize a plant-
based active pharmaceutical ingredient (API) from a medicinal plant originating from the
Brazilian semi-arid region, with potential anxiolytic properties. Initially, the hydroalcoholic
extract of E. velutina bark was obtained using different extraction methods (ultrasound and
turbolysis) and different solvent concentrations, resulting in the APIs. Subsequently,
phytochemical screening was carried out to quantify the main metabolites present. Based on
this investigation, the most promising extract underwent standardization of the chemical marker
using high-performance liquid chromatography (HPLC) and quantification through UV-visible
spectroscopy. Subsequently, the in vivo toxic potential was evaluated in a single dose (2000
mg/kg) using Swiss mice. To assess the anxiolytic activity of the dried extract of E. velutina,
behavioral tests were conducted, such as the Elevated Plus Maze Test (EPMT), Spontaneous
Locomotor Activity Test (SLAT), and Rotarod Test. Next, the extract was combined with binary
mixtures of pharmaceutical excipients using techniques such as Differential Thermal Analysis
(DTA), Thermogravimetric Analysis (TG), Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR),
and chemometric techniques (PCA and HCA) to assess the presence or absence of
incompatibilities. As a result, the studies revealed that the extraction method that yielded the
highest quantity of secondary metabolites from E. velutina extract was turbolysis, in the ratio
of water: ethanol 30/70 v/v. Acute toxicity of the extract in mice did not show any toxicity,
classifying it as non-toxic. In vivo pharmacological tests revealed that the E. velutina extract at
a dose of 250 mg/kg demonstrated greater anxiolytic potential when compared to other
administered doses. During the compatibility investigation, some evidence of interaction
between the extract and excipients was observed through DTA, TG, PCA, and HCA techniques,
but no chemical interactions were observed in the FTIR technique. Thus, excipients that showed
promise for composing a future formulation were lactose, hydroxypropylmethylcellulose, and
magnesium stearate. Therefore, the study allowed for the production of an API from E. velutina
with proven anxiolytic activity, promising in the treatment of anxiety disorders as a therapeutic
alternative.

Keywords: anxiety; Erythrina velutina; anxiolytic potential



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1 — Eixo hipotalamico-hipofisario-adrenal...............ccccoovuieeiiiieniieeieeceecee e 16
Figura 2 — Erythrina velutina Wild............cccoooiiiiiiiiiiieee e 23
Figura 3 — Florescimento (A e B) e senescéncia foliar (C) de Erythrina velutina Wild e frutos
(D)t te ettt ettt b e et e a e ettt eea e et e e nt e teenteente bt enbeentenaeenseeneens 25
Figura 4 - Desenho esquematico da avaliagcdo de toxicidade aguda...........cccceeevveeniveeereeennenn. 33
Figura 5 — Desenho esquemadtico do estudo comportamental (Labirinto em Cruz
R (A2 T [0 ) USSR 35
Figura 6 — Desenho esquematico do estudo comportamental (Campo Aberto)............ccueene.... 35
Figura 7 — Desenho esquematico do estudo comportamental (Rota rod) ...........c.cccccueeeeueeennnee.. 36

Figura 8 — Cromatograma do extrato rotoevaporado de E. velutina (A) e de quercetina (B) em

T 00) 111 1 FO OO OO PO P PO PP UP SRR PPPPP 44
Figura 9 - Curva de Ringbom obtida pelo método espectrofotométrico na regido do UV para
quercetina no comprimento de onda de 415 NM..........cceeiiieiiiiiiienieeeeeee e 46
Figura 10 — Curva de calibragdo do padrao de quercetinaem 415 nm.........ccccceevevvevverieeneennen. 47
Figura 11— Grafico de reSIAdUOS. .......cuviiiiiiieeiie ettt e e s 49

Figura 12 - Efeito da administra¢do oral do EEV em camundongos Swiss na porcentagem do
numero de entradas N0S bragos abertoS.........ccuviiiiiiiiiiieiiic et e 54

Figura 13 - Efeito da administracdo oral do EEV em camundongos Swiss na porcentagem do
tempo de permanencia N0S bragos ADETTOS. .......eevuiieeriieeiiieeieeeee e e e eree e e e e eaee e aee s 55

Figura 14 - Efeito da administragdo oral do EEV em camundongos Swiss no numero de
o] o) (1 L 1SR 56

Figura 15 - Efeito da administracdo oral do EEV em camundongos Swiss no numero de
METZUINOS A€ CADEGA......cuiiiiiiieiiieiieee et ettt et e et e et e e saae e 57

Figura 16 - Efeito da administragdo oral do EEV em camundongos Swiss no nimero de
rooming (AULOIIMPEZA). ....eevvieiiieiieiieetieste ettt ete et estte e bt e s e ebeesabeebeesnaeenbeeenaeenseannnas 58

Figura 17 - Efeito da administragdo oral do EEV em camundongos Swiss no numero de
QUAATadOS PETCOTTIAOS. ....vvieeiiieeiiie et e ettt et eee et e e et e e ssbeeesaeeeseseeesseeesaeesssaeesnsseesnseeennseens 59

Figura 18 - Efeito da administracdo oral do EEV em camundongos Swiss no numero de
FOAFIIZS. . .eeeueveeenteeeeeeeette e et e e et te e ateeeateeeatteesasteeeaeteeenbaeeamteeenbeeenaseeesseesnsbeesnsseesnnseesnsaeesnneeenas 59

Figura 19 - Efeito da administracdo oral do EEV em camundongos Swiss no numero de
GFOOMUIIIG ..ottt ettt e et e ettt e et e e e att e e e abt e e aas e e e aabeeansbeeensseeessbeesnsbeesnbteesaseeennnes 60

Figura 20 - Efeito da administragdo oral do EEV em camundongos Swiss no teste de rota



Figura 22. Perfis de DTA das misturas bindrias do extrato MLG com excipientes
FATMACEULICOS. ...ttt ettt sttt ettt et sttt et eaeesaeeanesaeens 63

Figura 23 - Perfis de DTA das misturas binarias do extrato MLG com excipientes................... 65

Figura 24 — Analise de componentes principais (A) e analise hierdrquica (B) dos dados de DTA
das misturas binarias do extrato MLG com os excipientes farmac€uticos............ccceevveerveeennenn. 69

Figura 25 - Perfis de TG das misturas binarias do extrato MLG com excipientes
FATINACEULICOS. ...ttt ettt st a e et bt e bt et sae et et e ebeenbeeatenaeens 72

Figura 26 - Curvas de TG das misturas binarias do extrato MLG com excipientes
FATINACEULICOS. ...ttt ettt st sa e et at e bt et sat e bt et e ebeenaeeatesaeens 74

Figura 27 — Analise de componentes principais (A) e analise hierarquica (B) dos dados de TG
das misturas binarias do extrato MLG com os excipientes farmac€uticos............ccceevveerveeennnenn. 77

Figura 28 — Espectro FTIR do extrato rotoevaporado de E. velutina (MLG)..........cccccccvveennnee.. 79

Figura 29 — Espectros FTIR referentes as misturas binérias do extrato MLG com excipientes
farmacéuticos: amido (A), carboximetilcelulose (B), estearato de magnésio (C) e lactose

Figura 30 — Espectros FTIR referentes as misturas bindrias do extrato MLG com excipientes
FATMACEULICOS. ...ttt et b et st sb ettt et sttt et ebeesneeanenaeens 82

Figura 31 — Analise de componentes principais (A) e analise hierarquica (B) dos dados de FTIR
das misturas bindarias do extrato MLG com os excipientes farmac€uticos...........ccceevueerureennennne. 83



LISTA DE TABELAS

Tabela 2 — Excipientes farmacéuticos utilizados no estudo de compatibilidade........................ 40

Tabela 3 — Polifenois totais, flavonoides totais e taninos condensados determinados no extrato
hidroalcéolico da casca de Erything VelUting................c.ccceeecueevienciieiiesiieiieeieeeee e 43

Tabela 4 — Construg¢ao da curva de Ringbom por espectrofotometria UV para quercetina em

N I 11 s DO OO OO PO P ST TSP PP PRI 45
Tabela 5 — Valores de absorbancia determinados para a curva analitica de quercetina pelo
espectrofotométrico na regido do UV em 415 NM......cccuieiiiiiiiiiniiieiieieeieee e 47
Tabela 6 — Parametros para validagao da linearidade do método cromatografico...................... 48
Tabela 7 — Determinag@o da precis@o iNtra-diad...........cceevveeriienieeniienieeiiesie e 49
Tabela 8 — Determinagdo da precisao intermediaria..........eeeveeeecueeeeeiieeriee e e eeee e e 50
Tabela 9 - Determinacdo da exatiddo do método analitico em trés niveis de
COMCEIIETAGAOD. ....uuvtvrrieeeeeeeeeeeiitttteeeeeeeeeeaittrreeeeaeeaaaaasesssassaaaaseesaassssssssaasessasansssassseaaeeesaassssreneaeaens 50

Tabela 10 — Avalia¢do da robustez do método analitico por espectrofotometria na regido UV.

Tabela 11 — Resultados de toxicidade aguda de E. veluting..............cccoccevvveveenceienvencneeannnn. 52

Tabela 12 - Dados DTA do extrato rotacvaporado de E. velutina, excipientes e suas misturas
binarias nas propor¢des 1:1 (IFAVIEXCIPIENTE) .....eeeuvieiieriieiieeiieeiieeie et eeieeeree e eteesiee e 67

Tabela 13 — Dados de TG referentes as etapas de decomposi¢do do extrato de E. velutina,
excipientes e suas misturas binarias nas proporgoes 1:1 (IFAV:excipiente) ........c.cccceevveenennen. 75



SUMARIO

TINTRODUQGAO ... eeeeeeeeeas 12
2OBJIETIVOS ...ttt ettt et bt e et et e e saaeebeesaneens 14
2.1 ODJetivo Geral ..........c.ooooiiiiiiiiiii e e ettt 14
2.2 Objetivos ESPECfiCOS.........cooiiiiiiiiiiicieeeeee e 14
3 FUNDAMENTAGAO TEORICA ... 15
BT ARSICAAME. ...ttt e ettt et bee e 15
3.2 Tratamento CONVeNCIONAL...............ooiiiiiiiiiiiii et 17
3.3 Plantas medicinais com potencial ansiolitico ....................ccccoooiiiiiiiiiiiiii, 18
Bl EFPIRFIIGA SPP ..ottt e ettt e e et e e e st a e e s et e e e sanaseeeeennsaeeesansaeeeennns 20
3.5 Erythrina veluting WILLD ...............cccoooiiiiiiiiiiiii et 22
3.6 Estudo de compatibilidade...................coooiiiiiiiiiii e 26
4 MATERIAIS E METODOS ......oooouiiimiiiniiieeiieeisseesseeses st essssessesssesesessssesens 30
4.1 Matéria-prima vegetal e obtencao dos exXtratos.............ccocceeeviieeriieinieennieeniee e 30
4.2 Prospecgao fItOQUIMICA ...........ooouiiiiiiiiiiieiicecece et ettt 30
4.2.1 Determinagao do teor de polifenois tOtalS ........cccuveerireeriieeiiie e 30
4.2.2 Determinacao do teor de flavonoides tOtals ...........cccvueeeeeiiuiiieeeiiiiie et 31
4.2.3 Determinacao do teor de taninos tOtAIS..........cccuiieieiiuiieeeeiiiee e et e eeeiie e e eeeveeeeeeareee e 31
4.3 Local de pesquisa e procedimentos €ticos..................occeveviiieniiieeniie e 31
4.4 ANimais € aSPECtOS ELICOS. ........cocuiiiiiiiiiiiieiiieete ettt et s e st 32
4.5 Toxicidade aguda Oral ................ccooiiiiiiiiiiiee e 32
4.6 Atividade anSIOlItiCa ............c..ooiiiiiiii e 34
4.6.1 Labirinto em cruz elevado (LCE) .....cc.ooooiiiiiiiiceeeceeee e 34
4.6.1 Labirinto do CAmMPO @DETLO........cccuiieiiiieeiieeciieeciee et e erteeesreeeaeeeteeesaeeesseeessreeessseeenes 35
4.6.2 Teste dO ROta 70d ........cc.ooiiiiiiiiiee e s 36
4.7 ANAlise eStatISICA............cccoiiiiiiiiiii e 36
4.8 Padronizacio do marcador qUIMICO ...............ccoeeviiiiiiiiieniie e 36
4.8.1 Identificacdo do marcador quimico por CLAE ........cccooiiiiiiiniieiieeieceee e 37
4.8.2 Curva de RINGDOM......ccuiiiiiiiieiieie ettt ettt ettt e sabeeaeeenbeeseas 37
4.8.3 LANCATTAAAEC ...ttt ettt ettt 38
4.8.4 Repetibilidade e precisao interMediaria .........cccveerueeriieriienieeiiesieeieeeie e sve e eeve e 39
4.8.5 EXATIAAO ..eenteeeneeite ettt sttt et et et e e abeeaeas 39
4.8.6 Limites de detecg¢ao (LD) e quantificacao (LQ)....ccovuveeriieeriiieerieeeiee e eiree e 39

A.8.7 RODUSLEZ ..o e e e e e e e e e e e e e e e e e raaaeeeeeeeaearaaaeaaaaaaes 40



4.9 Caracterizacao do extrato por técnicas analiticas (Estudo de compatibilidade)........ 40

4.9.1 ANALISE tEITNICA ....veeveiieniieiteete ettt ettt et sttt et sbe bt e e bt e b et esae e 40
4.9.2 Espectroscopia na regidao do infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)......... 41
4.10 Analise qUIMIOMELTICA.............ccoeiiiiiieiie e e e 41
5 RESULTADOS E DISCUSSAO ..o 42
5.1 Prospecgao fitoqUIMICA ..............c.oooiiiiiiiiieii e e et 42
5.2 Determinacio e quantificacio do marcador quimico da E. velutina ........................... 44
5.3 Prospecc¢ao da atividade biologica do extrato E. velutina.....................ccccoveuveevunnnn.e. 51
5.3.1 Toxicidade agUAA ......c.eeiiiiiieiiieiieee ettt et e 51
5.3.2 Atividade anSIOITICA ..c...evuieiiiieriieiieieeee et 53
5.3.2.1 Teste do Labirinto em Cruz Elevado (LCE) ............cccoueeoueeeciiiaeiieeeiee e 53
5.3.2.2 Teste de mOVIMENtAGAO ESPONLANEA.............ceeuveeeeeereecereesirreesseeesseeessseesssseesssseessseeennnes 59
5.3.2.3 Teste de ROIA RO ............c.oooeueeeeieeeiiieeeiee e eeeeeae st aa e eaee e sveessaaessnseesneeennees 61
5.4 Estudo de compatibilidade...................ccoiiiiiiiiii e 62
5.4.1 Analise térmica diferencial (DTA) ....ccveiioiiiiiiiecee e 62
5.4.2 Termogravimetria (TiG) ....cccieeieeiieiie ettt ettt ettt et naeensee e 71
5.4.3 Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)....................... 79
6 CONSIDERACOES FINAIS........coooiiuiiiiiiirieicaie sttt ssssees 85

REFERENCTAS .....oooiiiiiiieieei ettt 86

ANEXO A — CERTIFICADO........cccoiiiiiiieeeeee e 95



12

1 INTRODUCAO

As plantas sdo consideradas como uma fonte historica de compostos com potenciais
medicinais, ainda assim sendo considerada um meio primordial no tratamento de saude para a
populagdo mundial (ROMANELLI et al, 2015). Inimeros compostos farmacoldgicos com
potenciais atividades farmacologicas ja foram detectadas nas plantas, os quais sdo bastante
utilizadas no tratamento e cura de patologias distintas além de resultar no desenvolvimento de
medicamentos com eficacia significativa (WANGCHUK, 2018).

O uso de plantas como profilaxia, tratamento e cura de doencas, ¢ uma das praticas
medicinais mais convencionais da humanidade. Nos paises em desenvolvimento, 65-80% da
populacdo dependem das plantas medicinais como unica maneira de acesso aos cuidados
basicos de satde, promovendo informagdes validas com o tempo, sendo acumuladas durante
séculos (MOTALEB, et al., 2011; NEWMAN; CRAGG, 2013).

A flora apresenta uma grande biodiversidade e potencial medicinal, bastante empregada
pelas populagdes locais, como no Brasil. Entretanto, o nimero de fitoterdpicos com registro de
licenga pelos 6rgaos de satude, ainda € considerado reduzido quando comparado a outros paises,
principalmente quando se trata de compostos por plantas nativas (CECILIA et al, 2018).

A maioria da populagao utiliza a fitoterapia, porém a presenca de efeitos adversos, custo
elevado em medicamentos sintéticos explica o grande aumento no uso dos medicamentos
fitoterapicos (NOBREGA et al., 2017). Em paises como os Estados Unidos da América, a
implementa¢ao da denominada "medicina alternativa" ¢ consideravel, embora os registros
apresentem diferencas significativas quanto a frequéncia de uso de plantas medicinais e
fitoterapicos pela populacao (16,5 a 42,0%), sendo que 5,5 a 20,5% o fazem para circunstancias
relacionadas a ansiedade (SAVAGE et al., 2018).

Na area da psicofarmacologia, alguns transtornos humorais como a ansiedade
generalizada, a sindrome do panico, o transtorno obsessivo-compulsivo e fobias, sdo exemplos
mais comuns de doengas mentais no mundo, os quais tornaram-se instrumentos de pesquisa de
grande interesse (RABBANI, 2008). Dentre os medicamentos utilizados para tratar transtornos
de ansiedade, predominam os estimuladores do acido y-aminobutirico (GABA) e principal
neurotransmissor inibitorio do sistema nervoso central. Os benzodiazepinicos estdo entre as
primeiras opgdes, sendo bastante utilizados nos tltimos anos para tratar as diversas formas de

ansiedade. Apesar de promoverem beneficios bem descritos e caracterizados, a ocorréncia
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significativa de efeitos colaterais, como sedagdo, relaxamento muscular, amnésia anterograda e
dependéncia fisica, torna-se preocupante a relevancia de uso (PINHEIRO, 2018).

Os medicamentos psicotrdpicos, ou psicofarmacos, sao modificadores seletivos do
sistema nervoso central, sendo a principal classe medicamentosa utilizada para tratamento dos
transtornos comportamentais ¢ de humor. Sdo classificados conforme a indicagdo clinica e o
efeito terapéutico em: ansioliticos, hipnoticos e sedativos, antipsicoticos e antidepressivos,
dentre outros (ANDRADE et al., 2017). Entretanto, devido a efeitos adversos resultantes destes,
43% dos pacientes que apresentam transtornos da ansiedade usam, na maioria das vezes, outra
forma complementar de terapia. Por isso, industrias farmacéuticas estdo encaminhando estudos
para encontrar alternativas medicinais que apresentem efeitos ansioliticos mais especificos,
como por exemplo, o tratamento com plantas medicinais. Essas plantas parecem promover
efeito desejado no controle da ansiedade, como, a¢do sedativa e calmante (SAVAGE et
al.,2017).

Erythrina mulungu (Fabaceae) ¢ uma arvore nativa do sul do Brasil, conhecida
popularmente como mulungu ou arvore de coral devido as suas flores avermelhadas.
Pertencente ao género Erythrina, no Brasil estdo incluidas as espécies E. velutina (generalizada
nas planicies e margens dos rios das regides semidridas de Nordeste do Brasil) e E. mulungu
(nativo do sul do Brasil) (SILVA, 2008).

Segundo Palumbo et al. (2016), tinturas e decocg¢des produzidas com folhas ou cascas
de E mulungu sao utilizadas constantemente na medicina tradicional brasileira como sedativos,
e para tratar insonia e depressao. Em outros estudos foi observado que as plantas dessa referida
espécie apresentaram atividade com efeito reparador de disturbios do sistema nervoso central
(MOTALESB et al., 2011). Também foi demonstrado que os metabdlitos alcaloides, presentes
na E. mulungu, amenizaram o comportamento agressivo de animais de modo semelhante aos
efeitos desenvolvidos por compostos benzodiazepinicos como o diazepam (HUSSON; MOLS;
POLL-FRANSE, 2011). Além disso, algumas espécies de Erythrina foram relatadas por conter
uma nova classe de alcaloides fitoestrogenos, denominados alcaloides eritroides (DJIOGUE et
al., 2014).

Como alternativa aos efeitos indesejados causados pelos insumos farmacéuticos ativos
(IFA) convencionais para o tratamento de depressao e ansiedade, esse estudo objetiva obter um
insumo farmacéutico ativo vegetal (IFAV) com atividade ansiolitica obtido a partir do extrato

da casca de Erythrina velutina Willd (Mulungu).



14

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Obter e padronizar um insumo farmacéutico ativo vegetal (IFAV) de uma planta medicinal

oriunda do semiarido brasileiro, com potencial ansiolitico.

2.2 Objetivos Especificos

a)

b)

¢)

d)

g)
h)

obter os extratos hidroalcoolicos da casca de Erytrina velutina, por diferentes métodos
extrativos;

obter o IFAV através da secagem por rotoevaporacdo do extrato hidroalcoolico
selecionado;

realizar prospeccao fitoquimica para quantificagdo de metabolitos secundarios a partir
dos extratos obtidos;

efetuar a identificacdo, quantificacdo e validagdo do marcador quimico do IFAV por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE);

investigar o potencial ansiolitico do extrato por meio do modelo de labirinto em cruz
elevado;

avaliar o potencial sedativo e miorrelaxante do extrato de Erytrina velutina empregando
os ensaios de campo aberto e rota rod.

caracterizar IFAV por diferentes técnicas analiticas;

realizar um estudo de compatibilidade entre o IFAV e as misturas binarias através de

técnicas analiticas.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Ansiedade
Os transtornos de ansiedade sdo os disturbios psiquiatricos mais frequentes, que chega

a provocar enorme sofrimento e até comprometimento funcional de gravidade consideravel. A
ansiedade ¢ um estado psiquico adaptativo do ser humano, entretanto, quando se manifesta de
maneira excessiva e prevalente pode alcangar niveis patologicos, causando prejuizo ao bem
estar e qualidade de vida do ser humano, se caracteriza como doenga (OLIVEIRA; MARQUES;
SILVA, 2020).

A ansiedade, ¢ uma palavra derivada do grego agkho que tem significado de estrangular,
oprimir e sufocar, ¢ definida como uma condi¢gdo amedrontadora ou apreensiva, de natureza
subjetiva, seguido por variagdes fisioldgicas, cognitivas e emocionais, a exemplo: elevagao da
pressao arterial, bem como da frequéncia respiratéria, pensamentos negativos e aumento do
estado de vigilia e inquietagdo (PRATT, 1992; BRANDAO, 2001; VIANA, 2010; GRAEFF,
GUIMARAES, 2012).

Campos (2017), caracterizou a ansiedade como um estado emocional desagradavel no
qual existem sentimentos de perigo constante, caracterizado por inquietacdo, tensao ou
apreensdo. E um aviso a uma ameaga desconhecida, que promove uma preparagio ao organismo
para decidir quais maneiras necessarias a fim de impedir a ocorréncia desses possiveis
prejuizos, ou, pelo menos, diminuir suas consequéncias.

De acordo com estudos sobre Satade Mental da OMS (2018), os distarbios de ansiedade
configuram a segunda situacdo mental a provocar incapacidade na maioria dos paises
investigados, a depressdo se comporta como sendo a primeira desses quadros. No Brasil, a
frequéncia de transtornos de ansiedade configura mais de 9 % da populacdo, somando mais de
18 milhdes de brasileiros, caracterizando como o pais mais ansioso no mundo. Alguns fatores
estdo associados a ansiedade, a exemplo, os fatores sdcios demograficos, tal transtorno ¢ duas
vezes mais prevalente em mulheres, mais corriqueiro em jovens do que em idosos, além disso,
mais frequente em individuos de menor escolaridade, separados ou viiivos e pessoas expostas
a eventos traumaticos, crimes por exemplo. As patologias principais relacionadas a ansiedade
sdo a depressdo e doengas fisicas cronicas, a exemplo a insuficiéncia coronariana
(MANGOLINI et al., 2019).

A ansiedade ¢ uma das mais frequentes desordens psiquidtricas, cuja etiologia depende
de uma influéncia mutua entre predisposic¢ao individual e fatores ambientais. No Brasil, os

transtornos ansiosos encontram-se entre os mais prevalentes diagnodsticos psiquiatricos, sendo
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as mulheres mais afetadas que os homens, além de ser mais frequente em pacientes mais jovens;
como também aponta que a ansiedade varia inversamente com os niveis educacionais e o nivel
socioecondmico (BRANDAO, 2015).

A ansiedade ¢ ocasionada por meio do desequilibrio da regulacdao do eixo hipotdlamo-
hipofise-adrenal (Figura 1), em conjunto com o sistema simpdatico adrenomedular, os quais
ficam hiperativos, provocando descompensacdo de atividades do sistema nervoso autdonomo, o
que justifica os sintomas relatados pelos pacientes durante os eventos de ansiedade. Além disso,
ocorre aumento dos niveis de cortisol, ocasionando a ativagao das areas ligadas ao pensamento
introspectivo como o cortex cingulado anterior e pré-frontal dorso medial (PAULESU et al.,
2009). Em vista disso, o eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal (HPA) permanece ativo, causando o
sistema de luta/fuga (SANTIAGO et al., 2022).

Configura-se como um quadro de funcionamento cerebral associado a problemas
externos, com influéncia no desempenho de fibras nervosas, as quais regulam o estado excitado
do sistema nervoso central e gonadotrofico. Com isso, ocorre a ativagdo do eixo hipotdlamo-
hipofise-adrenal (HPA), ocasionando sintomas neurovegetativos, a exemplo, taquicardia,
elevacao da respiracao, tensao muscular e insonia, promovendo a ativagao de sistemas cerebrais

relacionados ao sistema de fuga ou luta (BRAGA et al., 2010).

Figura 1 — Eixo hipotaladmico-hipofisario-adrenal
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Fonte: Adaptado de Braga et al., 2010.

O transtorno de ansiedade ¢ caracterizado como uma situagdo clinica no qual as
respostas emocionais e fisiologicas se comportam de maneira desproporcional a estimulos
submetidos ao individuo, de modo que o mesmo manifeste uma alteragao de comportamento

que ndo esteja associado com outras doencas (Manual diagnostico e estatistico de transtornos
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mentais da Associagdo Psiquidtrica Americana, quinta edicdo; DSM-5). O distirbio de
ansiedade mais frequente ¢ o transtorno de ansiedade generalizada bastante conhecido pela sigla
(TAG). Segundo a DSM-5, pessoas com TAG manifestam quadros de ansiedade excessiva em
eventos do dia-a-dia, sofrimento e dano funcional em consequéncia do transtorno. Além disso,
também podem apresentar sintomas fisicos, a exemplo alteragdes do sono, inquietacao, tensdo
muscular, problemas gastrointestinais, sudorese e dores de cabega cronicas (CONCEICAO,
2018).

Na area clinica, pode-se dizer que a ansiedade ¢ uma doenca associada aos distirbios
psiconeurdticos, a qual estd diretamente ligada ao medo apropriado e, com frequéncia, responde
a propositos psicobioldgicos ativos, por isso, ela ndo ¢ facilmente explicada em termos
biologicos ou psicologicos. As hipoteses atuais implicam em hiperatividade dos sistemas
adrenérgicos ou alteragao dos sistemas serotoninérgicos no sistema nervoso central (NARDI et

al., 2012).

3.2 Tratamento convencional
O tratamento dos transtornos de ansiedade engloba uma série de medidas nao

farmacolodgicas e farmacologicas. Entre as medidas ndo farmacoldgicas, destacam-se a
psicoterapia cognitivo comportamental considerada a mais eficaz, apesar de outros tipos de
psicoterapia também promover melhoria no quadro clinico do paciente (REYES et al., 2017).
Ademais, estudos demonstram que a inser¢do da pratica de exercicios fisicos no
cotidiano do paciente, a0 menos duas vezes durante a semana, promovem reducdo dos sintomas
de ansiedade. Do mesmo modo que ao melhorar o condicionamento cardiorrespiratorio, diminui
os sintomas ansiosos, apesar de que, se o paciente dispensar das longas horas de atividades
sedentarias, essa condi¢cdo deixa de ser notada (HALLGREN et al., 2020). Além disso, praticas
integrativas também vem sendo analisadas e mostram-se como medida eficaz complementando
o tratamento de individuos com transtornos de ansiedade, a exemplo, o0 método de meditacao
conhecido como Mindfullness (MESQUITA et al., 2019) e acupuntura (GOYATA et al., 2016).
Com relagdo ao tratamento farmacologico, os medicamentos alopaticos sao
considerados as drogas de preferéncia dos profissionais da saide mental no combate aos
transtornos ansiosos. Embora, os medicamentos sintéticos melhorem os sintomas do paciente,
eles sdo responsaveis também pela presenca de efeitos adversos, a exemplo, sono, sedagao,
letargia e dependéncia fisica, entre outros, apresentando também como desvantagem o elevado

custo (SILVA; SILVA, 2018).
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O tratamento convencional da ansiedade ¢ feito por meio da utilizacdo de
antidepressivos e ansioliticos, medicamentos que exibem eficacia relativa além de problemas
com relagdo ao custo, bem como menor tolerabilidade e baixa adesdo pelos pacientes. Também
apresentam efeitos colaterais em determinados individuos (HOROWITZ, 2021).

Entre os farmacos utilizados no tratamento de distarbios de ansiedade, destaca-se os
inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina (ISRSS), inibidores da recaptacdo de
serotonina-norepinefrina (IRSNS), benzodiazepinicos, a buspirona e antagonistas [-
adrenérgicos (BRUNTON; HILAL-DANDAN; KNOLLMANN, 2018).

Os farmacos ansioliticos sao compostos por substancias que promovem o controle da
ansiedade dos individuos acometidos por altera¢des relacionadas ao sistema nervoso central,
afetando seu comportamento e suas emogdes (FAVERO; SATO; SANTIAGO, 2017).

Os antidepressivos sdo a classe de farmacos de primeira escolha, os quais promovem
efeitos positivos, entretanto, para amenizar os sintomas dos transtornos ansiosos 0s mesmos
necessitam de um tempo, mas precisamente em torno de quatro semanas. Devido a isso, metade
dos pacientes acometidos por esses distirbios, ndo aderem ao tratamento completo durante os
seis primeiro meses o que explica o motivo do abandono da farmacoterapia no comego do
tratamento farmacolégico (KOEN; STEIN, 2011; COMBS, MARKMAN, 2014).

Os benzodiazepinicos atuam reduzindo os sintomas ansiosos de forma rapida, sdo
usualmente utilizados no tratamento de disturbios ansiosos de curta duragdo, porém, ¢
contraindicado em casos de tratamento a longo periodo, devido ao risco de tolerancia e
dependéncia (NIELSEN; HALSEN; GOTZSCHE, 2012; VINKERS; OLIVIER, 2012).

Diante disso, embora os benzodiazepinicos sejam responsaveis por promover efeitos
benéficos bem relatados e descritos, os seus efeitos adversos sdo bastante prevalentes,
abrangendo desde sedagado, relaxamento muscular, amnésia anterograda até dependéncia fisica
(SADOCK, 2007). Por essa razao, quase metade (43%) dos pacientes que fazem uso dos
benzodiazepinicos para tratar os transtornos ansiosos incluem outra alternativa complementar
de terapia (ERNST, 2006), sendo assim, varias industrias farmacéuticas estdo dirigindo estudos
com o objetivo de descobrir novas alternativas terapéuticas que possuam potencial ansiolitico

mais especifico, a exemplo, o tratamento com plantas medicinais (SOUZA, 2008).

3.3 Plantas medicinais com potencial ansiolitico
Compostos naturais tem sido considerado como uma fonte provavel de agentes

terapéuticos. O grande arsenal de plantas medicinais utilizadas em paises em desenvolvimento

para tratamento e manuten¢ao da saude tem sido bastante documentada (ARBAIN et al., 2021).
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Segundo a Organizagdo Mundial de Saude (OMS), cerca de 80% da populagdo mundial
necessita de medicamentos a base de plantas medicinais com o intuito de promover o cuidado
a saude (OMS, 2000).

Os medicamentos que sao disponiveis hoje no mercado farmacéutico, sua grande
maioria sdo de origem vegetal ou foram sintetizadas a partir de substancias naturais bioativas,
por isso extratos vegetais vém sendo considerado um importante alvo de estudo de muitos
pesquisadores das diversas areas biologicas (ROCHA E LOPES et al., 2011).

As plantas medicinais apresentam uma gama de metabdlitos secundarios, dentre eles os
polifendis, que podem se concentrar em grupos especificos de 6rgaos vegetais, como folhas,
frutos, raizes e caules. Tais substancias bioativas sdo responsaveis por diversas fungdes
biologicas. Os flavonoides sdo compostos polifenodlicos largamente encontrados em plantas
vasculares. Eles sdo classificados como um grupo de fitonutrientes, muito comum em vegetais,
frutas e plantas medicinais, ocorrem nas formas livres, glicosideos e derivados de metilados
(KARAK, 2019).

Tratamentos que tem como base o uso de plantas medicinais, sdo caracteristicos da
fitoterapia, as quais sdo utilizadas de diferentes formas, como: a planta in natura, cha, extrato,
entre outros. O Brasil € o pais com maior diversidade vegetal j4 documentada do mundo, o
mesmo apresenta um grande potencial para o tratamento da ansiedade, utilizando a fitoterapia.
Devido ao interesse popular sobre esse tipo de terapia ter crescido nos ultimos anos, o
Ministério da Satde tende a fortalecer o uso da pratica no SUS (PIMENTA, 2014).

Segundo a legislagdo sanitaria brasileira, o medicamento fitoterapico ¢ obtido
utilizando-se somente matérias-primas ativas vegetais, as quais sdo validadas através da
eficicia e seguranga através de pesquisas etnofarmacologicas, baseadas em utilizagdo,
documentagdes tecnocientificas ou indicagdes clinicas (SILVA; SILVA, 2018).

Os transtornos de ansiedade sdo condi¢des predominantes e incapacitantes, varias vezes
cronicas e excessivamente co-morbidas. Ainda que os tratamentos convencionais e as
intervengdes psicologicas, sejam tratamentos de primeira linha, os fitoterapicos propdem uma
alternativa complementar com seguranga e eficacia (SARRIS; MCLNTYRE; CAMFIELD,
2013).

Como forma de tratamento para ansiedade, o mais convencional sdo as psicoterapias e
as modalidades farmacologicas. Dentre estas, os benzodiazepinicos estdo entre os
medicamentos mais prescritos no mundo e sdo utilizados principalmente como ansioliticos e
hipnéticos, além de promover agao miorrelaxante e anticonvulsivante. Um dos receios quanto

ao uso dos benzodiazepinicos € seu potencial para o abuso, dependéncia, abstinéncia, tolerancia,
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sedac¢do, prejuizos psicomotores e sua interacdo com o alcool ou outras drogas hipnoéticas. Vale
salientar que o alcool ¢ um contribuinte comum para as mortes envolvendo o uso de
benzodiazepinicos (CAMPOS, 2017). Ademais, os benzodiazepinicos além de serem utilizados
no tratamento da ansiedade, eles apresentam uma extensa lista de efeitos adversos, englobando
sonoléncia, relaxamento muscular, esquecimento e possivel dependéncia psiquica (EDINOFF
etal., 2021).

As opcoes fitoterapicas que auxiliam no beneficiamento dos transtornos de ansiedade
sao denominados de ansioliticas ¢ normalmente esses medicamentos tem acdo no sistema
GABA (SARRIS, 2007), seja através de canais i0nicos indutores de transmissao por bloqueio
dependente de voltagem ou através de alteracdo de estruturas de membrana (SARRIS et al.,
2009), ou via ligagdo em locais de receptores de benzodiazepinicos do tipo GABAA
(SPINELLA, 2001), GABA transaminase ou ainda inibicdo da descarboxilase do acido
glutdmico (AWAD et al., 2007) ou ainda interagdes com uma varidedade de monoaminas
(SARRIS et al., 2013).

Além do tratamento convencional, estudos mostram que a utilizacdo de determinadas
plantas medicinais pode agir de maneira eficiente e segura como ansioliticos naturais (SARRIS,
2017), tendo em vista que se pode encontrar na composicao das plantas varios elementos que
agem de diferentes formas nas zonas do sistema nervoso (ZERAIK et al., 2010). Os alcaldides
eritrinicos s@o os marcadores quimicos do género Erythrina, estes ocorrem amplamente nas
espécies do género. A investigagdo para o uso medicinal de espécies do género Erythrina sobre
os efeitos dos alcaloides eritrinicos envolvendo o sistema nervoso central tem sido amplamente

estudado (ROSA et al., 2012).

3.4 Erythrina spp
As plantas da familia Fabaceae sdo consideradas uma das plantas mais importantes, em

virtude das propriedades farmacoldgicas que as mesmas apresentam, cerca de 11,2 % das
espécies dessa familia, ou seja, 2.000 espécies, inclui-se na medicina tradicional. Os alcaldides
sdo os fitocomplexos mais prevalentes nessas familias (WILLIS, 2017).

O género Erytrina compreende mais de 120 espécies, sdo encontradas em areas tropicais
e subtropicais do mundo. O nome do género advém da palavra grega “erythros”, que significa
vermelho, faz referéncia ao pigmento presente nas flores e sementes. Dentre as inumeras
espécies pertencentes a esse género, no Brasil, oito delas estdo incluidas nesse género:
Erythrina crista-galli, E. falcata, E. fusca, E. mulungu, E. speciosa, E. poeppigigiana, E. verna

e E. velutina Willd. tem sido bastante investigadas devido as suas propriedades farmacologicas
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conferida a grande bioprodug¢do de compostos fendlicos, como flavonoides, flavonas,
isoflavonoides e pterocarpanos bem como de alcaloides, todos esses compostos se fazem
presente em sementes, folhas, cascas e flores dos vegetais (SOTO-HEM ANDEZ et al., 1996;
HUSSAIN et al., 2016; SOUZA et al., 2022).

Erythrina spp. ¢ um género botanico da familia (Fabaceae), sdo arvores de porte médio,
com madeira mole, flores grandes, vistosas, vermelhas ou alaranjadas. Sao conhecidas
popularmente pelos nomes de suina, suina, sapatinho-de-judeu, canivete, amansa senhor, bico-
de-papagaio, comedoi, molongo, mulungu, corticeira, sananduva, pau-imortal; coral tree, coral
bean tree (MARTINS, 2015).

As espécies do género Erythrina apresenta inumeras funcionalidades e produtos. Na
area alimentar, as flores dessa espécie sdo comestiveis, cruas ou cozidas. Quando utilizadas na
forma de maceracdo, sdo empregadas com funcionalidade de corante, apresentando coloragdo
vermelho-amarelada, utilizadas no tingimento de panos. Além disso, gracas as cores
exuberantes, as sementes sdo utilizadas de forma ornamental, a partir delas sdo fabricadas as
pulseiras, colares e brincos, mesmo que as sementes sejam toxicas. A madeira ¢ empregada com
o auxilio dos sertanejos com a finalidade de produzir cavaletes, os quais utilizam na travessia
de rios em cheias. Ademais, também ¢ utilizada como boia, pau-de-jangada, cocho para
acomodar alimento para animais, além de molduras, caixotaria, brinquedo e tamancos. A arvore
da espécie, também ¢ empregada na arborizacdo de ruas, cercas-vivas e sebes. As plantas sao
utilizadas para plantio misto com o objetivo de restabelecer os territérios de conservagao
permanente. As cascas, geram uma tinta de cor amarela refente a propriedade taninia
(CARVALHO et al., 2008).

Em meados do ano 1987, o género Erythrina teve inicios aos seus primeiros estudos,
em virtude da descoberta da acdo farmacoldgica presente nos extratos das sementes de E.
americana, responsavel por apresentar efeitos pelos pesquisadores, Dominguez e Altamirano,
Espécies de Erythrina sdo utilizadas na medicina popular para acalmar a agitagdo e no
tratamento de doengas do sistema nervoso central, como insénia e depressao (JIRI; SZIRMAI,
2011). Além dessa atividade, também sao relatadas uso como medicamento tradicional no
tratamento de tosse, como febrifugos, antiasmaticos, antiepilépticos, convulsoes, febre,
inflamacdo, infeccdo bacteriana, insonia, helmintiase e feridas (KUMAR et al., 2010;
HUSSAIN, 2020).

O infuso da casca ¢ utilizado como sedativo e calmante de tosses e bronquites, bem
como para o tratamento de verminoses ¢ hemorroidas. Estudos farmacologicos de E. velutina

constataram significativa atividade espasmolitica do extrato e atividades curarizante,
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antimuscarinica e depressora do SNC (Sistema Nervoso Central), compativeis com as
propriedades preconizadas pela medicina popular para esta planta. Sua andlise fitoquimica
mostrou também a presenga de diversos alcaldides do tipo comumente encontrado nas espécies
de Erythrina (LORENZI, 2008).

Erythrina spp. ¢ um género considerado como uma rica fonte de metabolitos
secundarios, sendo os alcaloides e os flavonoides os compostos bioativos mais prevalentes
(FAHMY et al.,, 2018). Estudos mostraram que os alcaloides (+)-eritravinae (+)-11-a-
hidroxieritravina isolados nas flores de E. verna apresentaram efeito anticonvulsivante, da
mesma forma que o extrato hidroalcoolico das cascas de Erythrina verna. Estudos confirmaram
a eficacia farmacolédgica de alcaloides isolados de espécies de Erythrina. Rosa et al. (2012)
isolaram o erisotrina derivadas das flores de E. mulungu € mostraram que o mesmo possui um
grande potencial ansiolitico e anticonvulsivante.

Silva et al. (2008) analisaram o efeito do extrato alcoolico das folhas da E. velutina em
modelos animais de ansiedade, memoria e epilepsia. Neste estudo foram observados os efeitos
que o extrato apresentou no sistema nervoso dos roedores, os quais assemelharam-se ao perfil
dos efeitos dos benzodiazepinicos e podem ser interpretados pela interacao do extrato com os
sistemas gabaérgicos. Carvalho et al. (2009) avaliaram o mecanismo de a¢do do extrato aquoso
das folhas da espécie E. velutina em ileo isolado de cobaia e demonstraram que o extrato aquoso
produziu uma resposta contratil de maneira dose dependente. Estes resultados experimentais
estdo de acordo com a indica¢do popular atribuida a planta, considerando que a mesma ¢

utilizada na forma de chas no combate a insonia € como calmante.

3.5 Erythrina velutina WILLD

Erythrina velutina Willd. ocorre nas Antilhas, Brasil, Colombia, Equador, Galapagos e
Venezuela. No Brasil, ¢ bastante prevalente nos biomas Caatinga e Mata Atlantica. Na medicina
tradicional apresenta varias propriedades farmacologicas, dentre elas, destacam-se:
propriedades calmantes, sedativas, anestésicas e analgésicas referentes as cascas e sementes de
E. velutina, tais potenciais estdo associados a acdo do alcaloide eritrinano (PALUMBO et.,
2016). Na literatura, varios estudos relatam a ocorréncia de compostos como auronas,
chalconas, catequinas, esterdides, flavondis, flavonas, flavononas, flavonoides, fendis,
triterpenoides e xantonas presentes no extrato aquoso de folhas e inflorescéncias nessa mesma
planta (CARVALHO et al.,, 2009; PALUMBO et al., 2016) compostos esses que sao

responsaveis por potenciais propriedades farmacolégicas.
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E. velutina ¢ classificada como uma arvore decidua, helidfita, nativa da Caatinga da
regido semiarida do nordeste brasileiro bem como no Vale do Sao Francisco, encontrada nas
proximidades das subareas imidas das margens de rios, mesmo sendo de pequeno porte, ou
também dareas rebaixadas, menos alagaveis ao longo do periodo chuvoso. Essa espécie ¢
conhecida na medicina popular por varios nomes, incluindo mulungu, suind, canivete,
corticeira, pau-de-coral, sanadui, sanaduva, saranduba, magaranduba, bico-de-péssaro dentre
outros (SANTOS et al., 2013).

Esse grupo € composto por arvores de porte médio que medem entre 15 a 20 metros de
altura, com madeira mole e espinhos triangulares ao longo do tronco, possui flores grandes de
cor vermelha ou alaranjada, as folham podem chegam a medir até 12 cm de comprimento. A
arvore € responsavel dispde de frutos do tipo vagem, deiscentes, de 6 a 12 cm de comprimento
e com coloragao marrom (SCHLEIER; QUIRINO; RAHMEL, 2016). O tronco da arvore ¢ em
torno de 40 a 70 cm de didmetro e as cascas do caule varia de lisas a levemente aspera (SILVA
etal., 2013). As flores da espécie surgem entre outubro e dezembro nas copas despidas de folhas
(CARVALHO, 2008).

A arvore apresenta inflorescéncia por meio do més de agosto com auséncia de folhas até

dezembro. Os frutos apresentam o processo de maturagdo entre os meses de janeiro a fevereiro

(LORENZI, 2002). Os passaros sdo os responsaveis pela polinizagdo das flores da espécie
(GRATIERI-SOSSELLA, 2005; SAZIMA et al., 2009).
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As raizes e cascas das inumeras espécies de Erytrina, a exemplo, as espécies E. velutina
e E. mulungu, s3o utilizadas como sedativo nas culturas sul-americanas (SARRIS,
MCLNTYRE; CAMFIELD, 2013). Suas cascas sdo utilizadas na medicina tradicional no
tratamento de diversas enfermidades do sistema nervoso central, como, insdnia, convulsao,
tosse nervosa e reumatismo (OZAWA et al., 2011).

Investigacdes fitoquimicas da E. velutina apontam a presenca de diversas classes
quimicas em suas partes vegetais (cascas, sementes e folhas) incluindo alcaloides, catequinas,
esteroides, flavonois, flavonas, flavonoides, fenois, saponinas, taninos, triterenoides € xantonas.
E importante ressaltar que os compostos alcaloides, apesar de serem utilizadas quanto a sua
propriedade medicamentosa, também apresentam potencial venenoso, ndo sendo detectado na
Eritravina e na Hidroeritravina. Por meio do extrato metandlico das folhas da espécie em
questao, pode-se extrair o acido nicotinico. (SANTOS, 2013).

A partir dos constituintes presentes na planta, originam-se as propriedades medicinais e
toxicas, a exemplo, sua capacidade paralisante equivalente aos compostos antimuscarinicos,
sua capacidade sudorifica, sedativa, hidratante, antitussigena e calmante por meio dos processos
extrativos da casca, além de propriedade anestésica local apresentando agdo odontalgica,
através de preparagdes referentes ao fruto seco. De forma complementar, por meio do infuso da
casca da E. velutina, além de ser utilizada no tratamento de verminoses e hemorroidas, também
sdo utilizadas com propriedades antibidticas (SANTOS, 2013).

Silva e colaboradores (2016) realizaram o estudo fitoquimico da casca de E. velutina,
no qual identificaram a presenca de alguns compostos bioativos como alcaloides, terpenos,
polifenois e flavonoides. Esses constituintes, englobando os flavonoides e 4cidos fenodlicos, se
mostram promissores devido as suas propriedades terapéuticas, apresentando a¢do antioxidante
e anti-inflamatéria, despertando grande interesse da comunidade cientifica. Nesse mesmo
estudo, o ensaio de toxicidade da planta demonstrou ser atoxico em roedores, a0 mesmo tempo
em que os testes farmacologicos revelaram atividades ansioliticas, anticonvulsivantes,
antinociceptivas e antiedematogénicas referente ao extrato.

Ademais, os extratos hidroalcoolicos obtidos a partir das folhas e flores de E. velutina,
foram motivo de investigacdo quanto a triagem fitoquimica por Palumbo e colaboradores
(2016), no qual demonstraram a presenga de substancias como agucares redutores, fendis,
taninos, proteinas e aminoacidos, depsideos e depsidonas, derivados de cumarina, esteroides e
triterpenoides. A saponina espumidica, ¢ bastante prevalente nas folhas, assim como os

esteroides e os triterpenoides. Com relagdo aos alcaldides sao compostos prevalente nas folhas
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e inflorescéncias, ja os glicosideos cardiotonicos e antraquinonicos sao localizados somente nas

inflorescéncias.

Figura 3 — Florescimento (A e B) e senescéncia foliar (C) de Erythrina velutina Wild e frutos

Fonte: Coelho, 2013.

Estudos sobre farmacia e farmacologia, bioquimica e quimica medicinal, ressaltam
constituintes bioativos com potenciais terapéuticos nesta espécie, os quais estdo no presente
momento em estudo quanto a seguranca e eficacia. Dentre esses constituintes, catequinas,
esteroides, flavanois, flavanonois, fenois, saponinas, taninos, triterpenoides e xantonas foram
identificados em extratos aquosos de E. velutina, os quais apresentaram potencial terapéutico
(CARVALHO et al., 2009). Em teste realizado com roedores, os extratos hidroalcdolicos de E.
velutina demonstraram dispor de atividade ansiolitica, antinoceciptiva e anticonvulsivante,
dando auxilio ao uso popularizado como analgésico, sedativo e anestésico (VASCONCELOS
etal., 2003; RAUPP et al., 2008; TEIXEIRA-SILVA et al., 2008). Ademais, os extratos obtidos
a partir das sementes de E. velutina, isolou inibidores de tripsina, tripsina de Kunitz e
quimotripsina os quais foi possivel detectar seu potencial antitumoral, anti-inflamatorio,
anticoagulante, antielastase e gastroprotetor  MACHADO etal.,2013; OLIVEIRA et al., 2017).

Estudo realizado por Raulp e colaboradores (2008), no qual avaliaram o efeito da
administragao oral aguda e cronica do extrato hidroalcéolico da casca de E. velutina, na dose
de 100 mg/kg por meio da administragao cronica, demonstrou que o extrato promoveu aumento

do nimero de entradas dos animais nos bragos abertos no teste de labirinto em cruz elevada.
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Nesse mesmo estudo, também foi possivel observar que no teste de natacdo forcada apds
administracdo aguda ndo houve surgimento de efeito ansiolitico. Tais resultados corroboram
com o estudo realizado por Ribeiro e colaboradores (2006).

Rodrigues e colaboradores (2017) relatam o potencial terapéutico da E. velutina no
sistema nervoso central, enfatizando a sua ag@o sob o déficit de memoria referente a isquemia
cerebral. Estudo realizado por Santos e colaboradores (2012) observaram que o extrato das
folhas de E. velutina o qual ¢ abundante em alcaloides apresentam eficacia na inibicdo das
enzimas acetilcolinesterase e butirilcolinesterase em cérebros de camundongos, de extrema
importancia para o tratamento da doenca de Alzheimer.

Estudos atuais tém relatado novos indicadores com relacdo ao emprego terapéutico da
E. velutina sob as alteragdes psiquiatricas e neurodegenerativas a partir dos extratos vegetais,
revelando eficacia na reducdo dos sintomas negativos e positivos correspondente ao
antipsicotico, mas especificamente olanzapina em modelos animais equivalente a esquizofrenia
(DIAS, 2018), bem como atividade antioxidante e neuroprotetora do extrato padronizado de E.
velutina relacionado a prevencao de doencas neurogenerativas (SILVA, 2012).

Investigacdes pré-clinicas envolvendo modelos animais de ansiedade em roedores
avaliou o potencial ansiolitico de extratos da casca de E. velutina diante de transtornos de
ansiedade e depressdo, demonstrando eficiéncia na diminui¢do da ansiedade em quadros de
ansiedade generalizada do tipo leve a moderada. Nesse mesmo estudo, também foi analisado o
mecanismo de ag¢do do extrato aquoso de folhas de E. velutina em cobaias, revelando que tal
mecanismo se da por meio da ativacao de receptores do tipo GABAA, liberagdo de acetilcolina,
ativacao de receptores muscarinicos ¢ aumento do influxo de Ca 2+ por meio de L-canais e
liberagdo do célcio através dos estoques intracelulares (PALUMBO et al., 2016).

Estudo realizado por Souza e colaboradores (2018), avaliando o efeito do uso crénico
do extrato hidroalcoolico de E. velutina em camundongos no teste de labirinto de cruz elevado,
observaram que o extrato promoveu potencial ansiolitico nos camundongos. Tais efeitos
gerados pelo extrato no sistema nervoso dos animais, podem ser justificados por meio da
semelhanga com os efeitos causado pelos benzodiazepinicos sendo compreendidos por meio da

interacao do extrato juntamente com os sistemas gabaérgicos (SANTOS et al., 2013).

3.6 Estudo de compatibilidade
A fase de pré-formulacao ¢ de suma importancia no desenvolvimento de novos produtos

farmacéuticos, tem como objetivo simular os processos empregados durante a produgdo do

medicamento a fim de identificar provaveis interacdes entre os componentes da formulacio
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(SILVA et al., 2021). Na etapa de desenvolvimento farmacotécnico, ¢ importante analisar a
compatibilidade entre o ingrediente ativo e o excipiente farmacéutico, devido ao fato de que as
interacdes entre ambos sdo capazes de afetar a natureza da composicdo quimica e,
consequentemente, a sua seguranga e eficacia (SANTANA et al., 2018).

Na etapa de pré-formulagdo, o estudo de compatibilidade entre fArmaco e excipiente €
uma das fases mais importante durante o desenvolvimento da forma farmaceéutica, pois permite
verificar as possiveis interagdes entre IFA-excipiente, isso proporciona um maior entendimento
quanto as interagdes fisicas e quimicas originadas entre ambos. Além disso, esses estudos
predizem informagdes sobre estabilidade, propriedades quimicas, eficacia e seguranca de
formulagdes farmacéuticas, além de proporcionar o desenvolvimento racional destas. A
propor¢ao mais utilizada na avaliagdo da compatibilidade ¢ a de 1:1 farmaco-excipiente
MATOS et al., 2016).

Os excipientes farmacéuticos sdo farmacologicamente inertes, entretanto, sdo capazes
de interagir com os ingredientes ativos presentes na forma farmacéutica e influenciar de
maneira negativa a estabilidade da formulagdo em propriedades fisicas como caracteristicas
organolépticas, retardo de dissolugao ou em aspectos quimicos, a exemplo a degradacado do IFA.
A utilizagdo inapropriada de adjuvantes farmacotécnicos em formas farmacéuticas sélidas orais
pode ocasionar graves consequéncias biofarmaceuticas, alterando o perfil de liberagdo e as
caracteristicas de absorcdo e biodisponibilidade (VEIGA et al., 2017). Assim, o estudo de
compatibilidade implica na anélise de misturas do medicamento com um ou mais excipientes
(MELCHIADES et al., 2019).

Assim, os estudos de compatibilidade permitem a interagdo do IFA ou IFAV com os
excipientes da formulagdo candidata, através de misturas fisicas em determinada propor¢ao ou
por meio de uma forma de dosagem preliminar e coloca-los em situagdes de estresse. As
propriedades fisico-quimicas e de comportamento dos IFAS e dos excipientes farmacotécnicos
sdo estudadas empregando uma ou vdarias técnicas analiticas. Dentre as mais utilizadas,
incluem-se as técnicas termoanaliticas, as espectroscopicas, cromatograficas e a difratometria
de raios X, esses métodos variam em relagdo aos principios de operacdo, duragdo da andlise,
tamanho da amostra, tipo de estresse (térmico ou mecanico), aumentando o espectro de
abordagens (DAVE et al., 2015; PIRES; MUSSEL; YOSHIDA, 2017; TAMBE et al., 2022).

No ambito farmacéutico, a analise térmica ¢ uma das técnicas empregadas para
caracterizar os IFAS no estudo de pré-formulagdo com o objetivo de alcangar formas
farmaceéuticas estaveis e adequadas para uso (BERTOL et al., 2017). Ao longo dessa etapa de

desenvolvimento de medicamentos ¢ recomendavel utilizar uma série de tecnologias de
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caracterizagdo a fim de elaborar um perfil fisico-quimico do composto em investigacao
(GABBOTT, 2008) sendo que a analise térmica promove conhecimentos a respeito das
propriedades fisicas, analise cinética, formas polimorficas, estabilidade dos materiais e
compatibilidades com excipientes farmacéuticos (BERTOL et al., 2017).

As técnicas convencionais de estudo de compatibilidade necessitam de preparacdo de
inimeras amostras e longo periodos de armazenamento com o intuito de alcangar resultados
satisfatorios. Entretanto, as técnicas termoanaliticas dispdem de vantagens relevantes quando
comparada com os métodos convencionais de teste de estresse isotérmico. A analise térmica €
uma técnica que exclui a possibilidade de armazenamento de longos periodos de tempo além
de desenvolvimento de métodos analiticos para todos os IFAs no decorrer dos testes de estresse
isotérmico (ROJEK; WESOLOWSKI, 2019).

As técnicas termoanaliticas designam-se como métodos considerados rapidos e
reprodutiveis, podendo ser utilizados sozinhos ou associados com outras técnicas com
propositos diferentes na area farmacéutica, como por exemplo: estudo de decomposi¢do
térmica, além de caracterizagdo de farmacos e em estudos de pré-formulagdo de formas
farmacéuticas solidas (PROCOPIO et al., 2011).

Em relagdo as técnicas de analise térmica, a DTA é uma das técnicas bastante empregada
para identificar incompatibilidades em uma curta duragio de tempo, na qual a curva da mistura
¢ resultante da soma das curvas especificas de cada amostra analisada. Alguns fatores, a
exemplo de supressao, surgimento ou deslocamento de processos térmicos, além de alteracdes
na entalpia, sdo apontados como provaveis incompatibilidades (ALMEIDA et al., 2019).

A andlise termogravimétrica (TG) ¢ uma técnica utilizada para identificar reagdes
térmicas de uma variedade de substancias solidas ou liquidas, em condi¢des controladas de
temperatura e atmosfera (ROJEK; WESOLOWSKY, 2019). Essa técnica também ¢ aplicada
para determinar a perda de massa da amostra em fun¢do de um aquecimento programado, sob
atmosfera de gas pré-selecionado. Além de ser utilizada em estudos de pré-formulagdo, ela
empregada para outras finalidades farmacéuticas, a exemplo, estudos de estabilidade de
farmacos e medicamentos (cinética de degradacao), determinacao de pureza e umidade, dentre
outros exemplos (DIAS et al., 2015).

No tocante a espectroscopia do infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) ¢é
considerada uma das técnicas de espectroscopias vibracionais fundamentada nas interagdes
entre os componentes moleculares encontrados nas amostras avaliadas com radiacdes

eletromagnéticas originando-se nos niveis de energia vibracional (RODRIGUEZ-SAONA et
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al., 2011; ROHMAN et al., 2020). E um método bastante interessante no que diz respeito a
identificacdo de interac¢des solido-solido (VEIGA et al., 2017).

A técnica FTIR apresenta inimeras vantagens, dentre essas as principais sao: técnicas
sensiveis € nao destrutivas; necessitam de quantidades pequenas de amostra e demanda de
preparacdo minima do material (BUNACIU; ABOUL-ENEIN; HUANG, 2020). O método
FTIR apresenta como caracteristica principal a capacidade de determinar varios componentes
em uma mesma amostra a partir de uma unica corrida instrumental (BUNACIU; ABOUL-
ENEIN, 2020).

De acordo com Santana et al. (2018) a associacdo dos IFAVS com os excipientes
farmacotécnicos ¢ melhor analisada por meio da aplicagdo de técnicas de reconhecimento de
padrdes, no qual sdo originados resultados nas formas de graficos. A Andlise Hierarquica de
agrupamentos (HCA) e a Analise dos Componentes Principais (PCA) sdo técnicas
quimiometricas que sdo capazes de serem utilizadas em estudos de compatibilidade. HCA ¢
uma ferramenta fundamentada na semelhanca das amostras através da distancia entre elas
originando dendogramas. A PCA ¢ uma técnica baseada na utiliza¢do de dados matematicos, na
qual o objetivo ¢ minimizar a matriz de dados no momento em que surgem algumas correlagdes
entre as varidveis analisadas, dessa forma, varidveis atuais sdo chamadas de componentes
principais (PCS) sdo originadas, sendo estas, combinacdes lineares das variaveis originais. Tais
ferramentas quimiometricas de reconhecimento de padrdo, permitem entender as relagdes
presentes entre variaveis e proporcionam diferenciar ou especificar cada amostra. Assim, a
compatibilidade e incompatibilidade entre os insumos ¢ identificada (FERNANDES et al.,
2016; WESOLOWSKI, 2019).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Matéria-prima vegetal e obtencio dos extratos
As cascas de Erythrina velutina foram coletadas em um sitio particular no municio de

Puxinana, localizado na regido semidrida do estado da Paraiba (7°10°11.1136.2”°S —
35°58°53.6157.5”W). O material foi identificado no herbario Professor Jayme Coelho de
Morais localizado na Universidade Federal de Campina Grande — PB, sob o nimero de registro
HACAM 3216.

As partes coletadas das plantas foram individualmente secas em estuda de circulagdo de
ar a 40°C, até estabilizagdo. Apos a secagem, a droga vegetal foi submetida a pulverizagdo em
moinho de facas com malha de 10 mesh. Os extratos hidroalcoolicos foram produzidos por dois
métodos extrativos (turbolise e ultrassom) utilizando como como solvente dgua:etanol (EtOH)
nas proporgoes (50:50 e 30:70, v/v). As solugdes extrativas foram realizadas para alcangar uma
concentrac¢do final de 20% (p/v) de matéria vegetal e obtendo os extratos de E. velutina (EEv).

A extragdo por ondas ultrassonicas foi realizada submetendo as solugdes obtidas a
aparelhagem especifica (Lavadora ultrassonica — UNIQUE modelo Ultrasonic Cleaner), em
banho-maria a 40°C, por 60 minutos. Com relagdo a extragdo por turbdlise, foi realizada
utilizando a aparelhagem adequada Ultra-turrax® com taxa de rota¢do de 6.000 rpm por 15
minutos, submetendo a solugdo extrativa em banho gelado para manutencgao da temperatura.

Posteriormente, apds a finalizacdo dos processos extrativos, os EEV foram filtrados e
em seguida concentrados em evaporador rotativo para retirada do solvente, obtendo assim os

extratos secos.

4.2 Prospeccio fitoquimica
Um estudo fitoquimico quantitativo foi executado com o intuito de identificar os

principais metabolitos secundarios presentes nos extratos das cascas de E. velutina, utilizando
espectrofotometria na regido do ultra-violeta visivel, espectrofotmetro modelo Uvmini-1240
Shimadzu. Para esse proposito, foi construida a curva de calibragdo, através das solugdes

obtidas com os padroes de referéncia utilizados na identificagdo de cada fitocomplexo.

4.2.1 Determinagao do teor de polifenois totais
O teor de polifendis totais foi obtido utilizando a metodologia empregada por Chanda e

Mejia (2004). Em seguida, a curva padrao foi construida utilizando-se as concentracdes entre 3
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e 40 ng mL™! de 4cido galico, analisadas em espectrofotdmetro, para a leitura da absorbancia
em 757 nm.

Seguindo a técnica citada anteriormente, distribuiu-se em tubos de ensaio 0,5 mL da
solucao do reagente de Folin-Ciocalteau IN e posteriormente 0,5 mL de solucao do extrato. Os
tubos ficaram em repouso por 2 minutos, & temperatura ambiente (25 °C). Posteriormente,
adicionou-se 1 mL de uma solugdo de Na,COs3 a 20% (m/v). Apds esse procedimento, os tubos
ficaram em repouso por de 10 minutos até a reacdo colorimétrica ser finalizada. A analise foi

realizada em triplicata para cada concentragao, € o comprimento de onda ajustado para 757 nm.

4.2.2 Determinacao do teor de flavonoides totais
Para a determinagdo do teor flavonoides, utilizou-se o método de Meda et al. (2005)

construida a curva padrao utilizando as concentracdes entre 2 € 28 ug mL-1, de quercetina, em
aparelho citado anteriormente, utilizando um comprimento de onda de 415 nm.

Em seguida, adicionou-se em tubos de ensaio 1,5 mL de solu¢do metanolica de ALCI3
2% (p/v) e 1,5 mL de solucdo do extrato. Os tubos foram submetidos a 10 minutos de repouso,
a temperatura amibiente (25 °C). As medidas foram obtidas em triplicata, utilizando um

comprimento de onda de 415 nm.

4.2.3 Determinagao do teor de taninos totais
A determinagdo do teor de taninos foi realizada empregando o método de Makkar e

Becker (1993). A curva padrdo foi construida utilizando-se concentracdes entre 10 e 100 pg
mL! de catequina em espectrofotometro num comprimento de onda de 500 nm.
Posteriormente, nos tubos foi realizada a distribui¢ao de 1,5 mL de solu¢ao metanolica
de vanilina 4% (pv), 0,25 mL de solu¢do metanoélica de extrato e 0,75 mL de HCL P.A. Os tubos
permaneceram em repouso por 20 minutos e imersos em agua a cerca de 22 °C, as leituras das

medidas foram realizadas num comprimento de onda de 500 nm.

4.3 Local de pesquisa e procedimentos éticos
O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA- UEPB), sob

licenga n° 024/2021, com periodo de vigéncia de 03/2022 a 09/2022 (Anexo A). Os ensaios
foram realizados no Laboratdrio de Desenvolvimento e Ensaios de Medicamentos e no biotério
da Universidade Estadual da Paraiba, e supervisionado pela professora Ana Claudia Dantas de

Medeiros.
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4.4 Animais e aspectos éticos
Foram utilizados camundongos albinos Swiss (Mus musculus) adultos, machos para

avaliacdo farmacoldgica e, pesando entre 25 e 35g, com idade entre 6 a 8 semanas, obtidos do
Biotério da Universidade Estadual da Paraiba. No biotério, os animais foram mantidos em
gaiolas plasticas, sob temperatura e umidade ambiente (23 + 2°C), respeitando-se o ciclo claro
e escuro de 12h, alimentando-se com rac¢do e dgua ad libitum. Um niimero de 7 animais foi
utilizado em cada grupo experimental. Levando em conta problemas de procedimento, foi
acrescido mais 1 animal por grupo, totalizando 8 animais. O estudo foi constituido por trés
grupos experimentais € dois grupos controle para cada teste, e que em dois testes foram
utilizados os mesmos animais, fez-se necessario uma amostra total de 40 animais. Os
procedimentos de cuidados e manuseio de animais foram executados em estrita conformidade
com as recomendacdes do Guia para o Cuidado e Uso de Animais de Laboratério dos Institutos
Nacionais de Saude e do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal.

Ap6s o periodo experimental, os camundongos foram eutanasiados com uma injecao de
anestésicos, contendo uma associagdo de ketamina 10% e xilazina 2% por via intraperitoneal,
como recomendado nas Diretrizes da Pratica de Eutanasia do CONCEA de 2018, referente a
roedores e pequenos mamiferos. Todos os procedimentos desde o inicio do estudo até o
momento de eutanasia foram realizados para evitar o sofrimento, reduzir o desconforto e dor
dos animais.

Apos a finalizacdo da eutandsia os animais foram acondicionados em sacos plasticos
sob refrigeragdo a -20 °C. O recolhimento foi realizado por empresa especializada no descarte

de material bioldgico.

4.5 Toxicidade aguda oral
Entre as varias técnicas ou métodos aplicados para analisar os efeitos toxicologicos in

vivo, o teste de toxicidade aguda possibilita determinar o nivel de toxicidade intrinseca de uma
substancia, detectar 6rgdos que podem ser alvos de reacdes indesejadas e estabelecer doses para
estudos de longa duragao (ALMEIDA et al., 2011). O método inicia apos a administragdo dos
compostos na dose de 2000 mg/kg, e determina classificagdes do grau de toxicidade levando
em consideracdo a mortalidade em diferentes doses.

Ademais, a analise toxicoldgica também pode ser complementada por outros quesitos,
por exemplo, as modificagdes ocasionadas em Orgdos € em parametros bioquimicos e

fisiologicos. Além disso, o monitoramento comportamental possibilita analisar se um
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determinado composto altera a atividade cerebral, por meio da presenca de alguns sinais ou
alteragdes de condutas expressados pelos animais (ALMEIDA et al., 2011).

A toxicidade aguda foi realizada empregando a metodologia descrita no Guia n° 22 de
17/06/2019 (Estudos ndo clinicos necessarios ao desenvolvimento de medicamentos
fitoterdpicos e produtos tradicionais fitoterapicos) pela Resolu¢do da Diretoria Colegiada
(RDC) n° 26 de 13/05/2014. Segundo o Guia citado anteriormente, os camundongos fémeas e
machos foram distribuidos em quatro grupos de 5 animais. O grupo controle foi tratado com
com veiculo (solugdo salina 0,9%) (10 mL kg!) através de sonda intragastrica, e os animais do
grupo experimental foram tratados com a dose de 2000 mg kg do extrato, v.0. Apds 0s
tratamentos, os camundongos foram observados durante 30 min, 1, 2, 4 horas a fim de
identificar comportamentos ou mesmo alteracdes que sugerem a atividade farmacologica no
SNC, tal registro foi realizado utilizando como parametro de triagem farmacoldgica
comportamental o protocolo de Almeida et al. (1999). Posteriormente, a avaliacao foi realizada
a cada 24 horas diariamente, durante 14 dias.

Ao final do experimento (décimo quarto dia), os camundongos de ambos os grupos
foram pesados e em seguida eutanasiados com uma inje¢do de anestésicos, como recomendado
pelas Diretrizes da Pratica de Eutanasia do CONCEA de 2018, tendo os 6rgdos (figado, bago,
coragdo, rins € pulmao) retirados, pesados e avaliados por analise macroscopica.

Figura 4 - Desenho esquematico da avaliagao de toxicidade aguda.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2023.
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4.6 Atividade ansiolitica
Foi sugerido um protocolo com o intuito de avaliar os efeitos comportamentais e

ansioliticos da administracdo do extrato seco das cascas de E. velutina. Em seguida, foi
realizada a triagem farmacologica através dos testes de labirinto em cruz elevado, teste de
movimentagdo espontanea e rota rod, todos de forma aguda. Os camundongos usados no estudo
foram da linhagem Mus musculus — Swiss. Inicialmente, para cada teste, foram distribuidos um
quantitativo de 8 animais e dispostos em 5 grupos (RAUPP et al., 2008).

A droga padrao (diazepam) foi utilizado para efeito ansiolitico, sedativo e miorrelaxante
na dose de 1 mg kg'! intraperitoneal. Os grupos experimentais foram testados através da
administracdo dos tratamentos por meio da gavagem (sonda intragastrica).

Os animais do grupo controle foram pré-tratados com o veiculo (Salina); o extrato
vegetal foi administrado, via oral, em trés doses diferentes (62,5, 125 e 250 mg kg™!), cada uma
em um grupo especifico de animais. Decorridos 30-60 minutos do tratamento os animais foram
submetidos aos testes de labirinto em cruz elevada, campo aberto e rofa rod para avaliagdo do

efeito ansiolitico do composto.

4.6.1 Labirinto em cruz elevado (LCE)
No teste do labirinto em cruz elevado foi colocado o animal em um labirinto elevado do

solo, 45 cm do chdo aproximadamente, formado de dois bragos abertos opostos e dois bragos
fechados, também opostos, em forma de cruz grega. Os bragos abertos e fechados sdo
conectados por meio de uma plataforma central (PINHEIRO et al., 2018). Neste teste ¢
analisado o comportamento animal pela periodicidade de entradas e o tempo gasto em cada tipo
de brago, e outros comportamentos como deslocamento, levantar-se, esticar-se, etc. Considera-
se a porcentagem da preferéncia (entradas e tempo gasto) pelos bragos abertos e pelos fechados
um indice confiavel de ansiedade: quanto maiores os niveis de ansiedade, menor a porcentagem
de entradas nos bragos abertos e de tempo gasto nos mesmos (MARTINEZ, 2005).

Trinta minutos apds a administragdo dos tratamentos, cada animal devera ser colocado
individualmente ¢ posicionado no centro do aparelho. O tempo de permanéncia de cada animal
foi de cinco minutos onde foi avaliado nesse periodo as entradas e tempo de permanéncia no
braco aberto e fechado (PINHEIRO et al., 2018). Ao final de cada experimento, o aparelho foi
higienizado com uma solugdo de éalcool a 10 %, antes do animal seguinte, retirando os odores

que possivelmente poderia interferir no seu comportamento.
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Labirinto em Cruz Elevado (LCE)

Fonte: Elaborado pela autora, 2023.

4.6.1 Labirinto do campo aberto
Ap0s a exposicdo ao labirinto de cruz elevada, os animais foram submetidos ao teste do

campo aberto, onde foram avaliados a exploracdao individual espontidnea e a sua atividade
motora (ARCHER, 1973). O campo aberto constitui uma base circular de 30 cm de diametro,
marcado em uma circunferéncia interna e externa e uma redoma de acrilico medindo 30 cm de
altura x 30 cm de didmetro. Durante 5 minutos serdo registrados os seguintes parametros:
frequéncia de locomog¢ao ou numero de cruzamentos nos quadrantes, nimero de levantamentos
ou rearing (levantamento do animal sobre as patas traseiras), nimero de autolimpeza (PRUT;
BELZUNG, 2003; RIOS et al., 2020). Assim como no LCE, o aparelho também foi limpo

periodicamente com uma solugdo de etanol a 10% apds cada animal testado.

Campo Aberto (CA)

{‘ Grooming

e

Rearing ‘

}

N° de
cruzamentos

Fonte: Elaborado pela autora, 2023.
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4.6.2 Teste do Rota rod
Para avaliar os possiveis efeitos ndo especificos de relaxamento muscular dos

compostos, os animais foram submetidos ao teste da rota rod. O aparelho (Insight, Ribeirao
Preto, Brasil) consiste em uma barra giratéria com didmetro de 3 cm. Os animais foram
colocados na haste rotativa, com velocidade de 12 rpm. O tempo de permanéncia na barra

giratoria, em segundos, € o nimero de quedas foram os pardmetros avaliados.

Figura 7 — Desenho esquematico do estudo comportamental (Rota rod).

Fonte: Elaborado pela autora, 2023.

4.7 Analise estatistica

Os dados foram expressos como média + desvio padrao da média (D.P.M) e os grupos
experimentais foram comparados aos seus respectivos controles. Para comparagdao de médias
entre os grupos foi utilizado o teste “t” de Student e para comparacdo multipla dos parametros
foi utilizado a Andlise de Variancia (ANOVA) seguido do teste de 7Tukey. Em todas as analises

foram considerados estatisticamente significantes valores de p < 0,05.

4.8 Padronizacio do marcador quimico

A determina¢do do marcador quimico do extrato de E. velutina foi realizada utilizando
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), em um cromatégrafo marca Shimadzu
acoplado a um detector UV-Visivel simples ajustado para 366 nm de comprimento de onda. A
coluna cromatografica utilizada foi uma Gemini NX C18 (Phenomenex) (150mm x 4,6 mm x
Sum).

A fase movel foi composta por uma mistura de metanol:agua acidificada com &cido

formico a 0,1% (v/v) (Fase A) e metanol (Fase B) em sistema de gradiente, com fluxo de 1 mL



37

min”', em temperatura de forno a 30°C constantes. As amostras foram previamente dissolvidas
em solu¢do de metanol para andlise.

A validacdo do método foi realizada pela avaliacdo das figuras de mérito, como os
parametros de precisdo, exatidao, repetibilidade, reprodutibilidade e robustez do método,
conforme preconizado na Resolugdo ANVISA n° 889, de 29 de maio de 2003 (AGENCIA
NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2003).

4.8.1 Identifica¢do do marcador quimico por CLAE

A identificacdo do marcador quimico da E. velutina foi avaliado através do método
cromatografico, no qual foi avaliado a possibilidade de separacao dos compostos majoritarios
presentes na planta. Nesse estudo foi comparado o tempo de retencdo com os dos seguintes

padrdes cromatograficos rutina e quercetina.

4.8.2 Curva de Ringbom

A curva de Ringbom foi construida com a finalidade de definir o intervalo de
concentragdo no qual o método espectrofotométrico na regido UV-visivel mostrava linearidade.
ApoOs a obtengdo da solucdo mae, foram retiradas aliquotas e transferidas para baldes
volumétricos de 10 mL e completados com metanol, obtendo as concentracdes de 2 a 176
ng/mL de quercetina, os dados estdo descritos na tabela 1. As leituras foram realizadas em

comprimento de onda de 415 nm.

Tabela 1 - Dados da curva de Ringbom de quercetina por espectrofotometria no UV.

(continua)
Pontos Vol. da solugio de Concentracio teérica
quercetina (200 pg/mL) (ng/mL)
1 0,1 2.0
2 0,2 4.0
3 0,3 6.0
4 0,4 8.0
> 0.5 10,0
6 0.6 12,0
7 0,7 14,0
8 0.8 18,0
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Tabela 1 - Dados da curva de Ringbom de quercetina por espectrofotometria no UV.

(conclusdo)

Pontos Vol. da solugio de Concentracao tedrica
quercetina (200 pg/mL) (ng/mL)
? 0,9 20,0
10 1,0 24,0
1 1,2 28,0
12 14 32,0
13 1,6 38,0
14 1,9 44,0
15 22 50,0
16 2,5 58,0
17 2,9 66,0
18 3,3 76,0
19 3,8 86,0
20 43 96,0
21 4.8 106,0
22 53 126,0
23 6.3 146,0
24 7.3 176,0
25 8,8

Fonte: Elaborado pela autora, 2023.

4.8.3 Linearidade

A linearidade do método foi analisada por meio da construcdo de trés curvas de
calibracao em trés dias diferentes, foram utilizados dez pontos de concentragdes do padrao
cromatografico (2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18 e 20 png/mL). Nesse experimento foi analisado os
seguintes parametros: coeficiente de determinacdo (R?), analise de residuos, teste de falta de

ajuste e teste de significancia de regressao, usando valores de ' para 5% de significancia.
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4.8.4 Repetibilidade e precisdo intermediaria

A repetibilidade foi determinada avaliando a proximidade entre os resultados gerados
das amostras, utilizando as mesmas condi¢des experimentais, analista e instrumentagdo, apenas
em uma unica corrida analitica. Utilizou-se seis solugdes na concentragdo 10 pg/mL
individualmente preparadas.

Determinou-se a precisao intermedidria através de andlises de solu¢des na concentragao
10 ug/mL, realizadas por diferentes analistas em diferentes dias. As analises foram realizadas
em seis replicatas. Deste modo, os resultados foram avaliados pelo desvio padrao relativo

(DPR%).

4.8.5 Exatidao

A exatidao foi determinada pelo método de adi¢ao de padrao a amostra. Quantidades
conhecida de padrdo (2, 10 e 20 ug/mL) foram adicionados ao extrato (5 mg mL™!) levando em
consideragdo a faixa linear do método. Em seguida, os valores obtidos foram calculados
matematicamente por recuperacao. Cada concentragao foi obtida por trés réplicas. A exatidao

foi expressa pela equagdo descrita em seguida:

E(%) = o= X 100 (1)

CME = concentra¢do média experimental

CMT = concentracao média tedrica

4.8.6 Limites de detec¢do (LD) e quantificacdo (LQ)
Os LD e LQ foram determinados a partir dos parametros da curva analitica, como

descrito na equacgao abaixo:

(3,3x0)
IC

LD =

()
LD = —(“’I’C‘ %) 3)

o = desvio padrdo do intercepto

IC = inclinagdo da curva de calibragao
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4.8.7 Robustez

Avaliou-se a robustez do método através da resisténcia a pequenas variacdes na
execu¢do do experimento. As analises foram realizadas em triplicatas de uma solugdo de
concentracdo 10 pg/mL, do padrao, variando-se o solvente, comprimento de onda e o tempo de

leitura da amostra, avaliado pela dispersao dos resultados.

4.9 Caracterizacio do extrato por técnicas analiticas (Estudo de compatibilidade)
O estudo de compatibilidade ¢ o primeiro passo no desenvolvimento de uma forma

farmacéutica. Mas, antes de transformar um IFAV em forma farmacéutica ¢ necessario que ele
seja quimica e fisicamente caracterizado. Assim, para realiza¢do do estudo de compatibilidade
foram empregadas a Andlise Térmica Diferencial (DTA), Termogravimetria (TG),
Espectroscopia na Regido do Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR). Os indicios
de incompatibilidade obtidos por DTA e TG foram confirmados por FTIR. Nesse estudo foi
utilizado um sistema de misturas bindrias entre o IFAV e excipientes farmacéuticos utilizados
em formulagdes solidas. As misturas foram preparadas nas propor¢des 1:1, utilizando trés tipos

dos seguintes excipientes: polimeros, diluentes, aglutinantes e lubrificantes.

Tabela 2 — Excipientes farmacéuticos utilizados no estudo de compatibilidade.

Excipiente Abreviacao Classificacao
Celulose microcristalina CM Diluente
Amido AMD Desintegrante
Carboximetilcelulose sodica CMC Desintegrante/Estabilzador
Hidroxipropilmetilcelulose HPMC Diluente/Desintegrante
Dioxido de silico coloidal DC Desintegrante
Estearato de magnésio EST Lubrificante
Talco TAL Lubrificante
Manitol MAN Diluente/Edulcorante
Lactose monoidratada LAC Diluente

Fonte: Elaborado pela autora, 2023.

4.9.1 Andlise térmica
As curvas de analise térmica diferencial (DTA) foram obtidas em um analisador térmico

simultaineo DTA/TG (DTG-60, Shimadzu), utilizando porta-amostra de aluminio, sob uma

atmosfera de nitrogénio, com fluxo de 50 mL min'!. A programacao utilizada foi de 25 até 450
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°C, com razdo de aquecimento de 10 °Cmin™". O Indio (ponto de fusdo 156,6 °C) foi utilizado
como padrdo de calibracdo do equipamento.

As curvas termogravimétricas nao isotermas foram obtidas em uma termobalanca
simultanea TG/DTA, DTG-60, Shimatzu, utilizando cadinhos de alumina, com cerca de 8 £ 0,1
mg de amostra, em atmosfera de nitrogénio (50 mL min'!). Os experimentos foram realizados
entre as temperaturas de 25 e 900 °C, com razio de aquecimento de 10 min™!. Os dados serdo

analisados utilizando o software TA60-WS.

4.9.2 Espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)
Os espectros de absorcdo na regido do infravermelho foram obtidos em

espectrofotometro marca Shimadzu, modelo IRPrestige, utilizando pastilhas de KBr, no
intervalo de 4000 -600 cm™'. Os dados foram analisados utilizando o software Origin® (versio

8.0).

4.10 Analise quimiométrica
Os dados obtidos de DTA, TG e FTIR referentes ao extrato e aos excipientes foram

submetidos a duas técnicas quimiométricas de reconhecimento de padrdo: andlise hierarquica
de agrupamentos (HCA), utilizando o software The Unscrambler 9.8 e anélise por componentes
principais (PCA), utilizando o software Statistica 8.0.

Com relagdo a construcao dos dendrogramas de HCA foi utilizado distancias euclidianas
e ligacdo completa (complete linkage) formando os agrupamentos. Ao mesmo tempo que para
PCA, os dados foram obtidos através da corre¢do de dispersdo multiplicativa (MSC), usado

para retificar sinais de ruido.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Prospeccao fitoquimica
Os resultados referentes aos polifenois através da equagdo da curva de calibragao de

acido galico y=0,0655x + 0,0844 (R*=0,9933), de flavonoides a partir da equagdo y = 0,0795x
—0,0713 (R? = 0,9972) e taninos a partir da equacdo da curva de calibragdo realizada com
catequina 0,0034x + 0,0003 (R? =0,9909), estao expostos na tabela 3.

Estudos recentes demonstraram que a espécie em estudo apresenta uma variedade de
compostos fendlicos. Corroborando com a pesquisa em questdo, foi possivel observar que o
extrato hidroetandlico (EtOH 70%) das cascas do caule de E. velutina, obtido por turboélice
apresentou alta concentracdo de polifendis totais (792,31 mg de equivalentes de acido galico)
em comparag¢ao com os outros métodos analisados demonstrando alto teor de polifendis.

Ademais, os resultados revelaram que a espécie vegetal apresentou alta concentracao de
equivalentes de quercetina, a cada 100 g de extrato foi possivel obter 212,15 mg demonstrando
a predominancia de flavonoides, bem como uma alta concentracdo de taninos (648,03 mg de
equivalentes de catequina).

Nos ultimos anos, os metabolitos secundarios tem merecido destaque sobretudo no
ambito farmacéutico devido aos efeitos terapéuticos que esses compostos apresentam, efeitos
esses que vao desde a protecdo da planta contra agentes e estimulos do meio como sendo
considerados grandes moléculas promissoras a sintese de novos farmacos (PEREIRA;
CARDOSO, 2012; ANDRADE, 2019).

Existe alguns fatores que podem estar relacionados com a variagdo de metabolitos
secundarios presentes numa mesma espécie vegetal, como por exemplo: partes diferentes da
planta utilizadas no estudo, horario de coleta, época do ano (sazonalidade), composi¢ao do solo,
disponibilidade hidrica, altitude além de outros fatores capazes de modificar o metabolismo
secundario vegetal (AYOUNI et al., 2016; HOYOS et al., 2015; RIBEIRO; BONILLA;
LUCENA, 2018; UGUR et al., 2018; ALMEIDA, 2019).
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Tabela 3 — Polifenodis totais, flavonoides totais e taninos condensados determinados no extrato
hidroalcoolico da casca de Erythina velutina.

Método Etanol (%) Polifenois totais Flavonoides Taninos
(mgEAG 100 g) totais (mg EQ condensados
100 g (mg EC 100 g')
50 643,56 £ 2,16 181,50 + 0,89 590,20 + 1,22
Ultrassom 70 696,39 + 1,94 192,5 + 0,80 701,47+ 1,53
50 364,63 +£2,10 124,00 + 0,87 660,78 £ 1,76
Turbdlise 70 792,31 + 1,05 212,15+0,43 648,03 + 3,74

Fonte: Elaborado pela autora, 2023.
Legenda: EAG — equivalentes de acido gélico; EQ — equivalentes de quercetina; EC

equivalentes de catequina.

Em estudos semelhantes realizado por Dantas (2022) utilizando a droga vegetal (casca)
de Erytrina velutina, detectou-se a presenca de polifendis totais (12,42x10-6 mg/g), flavonoides
totais (8,86x10-6 mg/g) e taninos (5,12x10° mg/g), seguido da mesma ordem de concentracio
analoga encontrados em nosso estudo. Dentre os compostos fitoquimicos presentes no género
Eritrina, os metabdlitos secundarios mais prevalentes sao, os alcaloides, flavonoides e terpenos
(TODOROKI et al., 2021).

Avaliando o extrato bruto da casca de E. velutina, Ramos et al. ((2020) determinou em
extrato hidroalcoolico a presenga de alguns metabdlitos secundarios, os quais foram; taninos
condensados, flavonoides, derivados cinamicos, acucares redutores e alcaloides. Nesse mesmo
estudo, também foi avaliada a prospec¢do fitoquimica do extrato da folha de E. velutina,
demonstrando também a presenca de alguns fitocomplexos, dentre eles, taninos condensados,
flavonoides, derivados cinamicos, agucares redutores, cumarinas, saponinas, terpenos
esteroides e alcaloides.

De modo semelhante, Melo et al. (2011) relataram através da triagem fitoquimica a
presenga de alcaloides, taninos, flavonoides, esteroides e terpenoides no extrato alcoolico das
folhas de E. velutina, entretanto no extrato aquoso observou-se a auséncia dos alcaloides. Os
alcaloides sao metabolitos secundarios que detém de uma fungao primordial, a de protegao para
o vegetal contra a agdo de fitopatdgenos e herbivoros, um dos exemplos ¢ a cafeina, produzida
pela planta para impedir os animais que se alimentam de determinadas espécies (VIZZOTO et
al., 2010).

Estudos relatam que a presenca de alcaloides em inumeras espécies de Erythrina sao

responsaveis pela acdo ansiolitica e sedativa registrado em roedores em modelos experimentais
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(OZAWA et al., 2008; CARVALHO et al., 2009; RAMOS et al., 2020). Os flavonoides sdo
responsaveis pela atividade antimicrobiana, e bastante empregados no tratamento de doengas

do sistema circulatorios, hipertensdao e também desempenha funcdo de cofator do &cido
ascorbico (OLIVEIRA; LIMA, 2017).

5.2 Determinacao e quantificacio do marcador quimico da E. velutina
O extrato de E. velutina apresentou separacao de varias substancias, como podemos
visualizar a presenca de varios picos no cromatograma (Figura 8) do extrato. Dentre esses
compostos que foram eluidos destaca-se o pico com tempo de retengao em 5.35 min. referente
ao padrao da quercetina e a quercetina (B) no extrato, com tempo de retengdao em torno de 5,17
min. Além disso, os outros compostos que também foram eluidos provavelmente estdo
relacionados com a presenca de substancias hidrofilas, como polifenois, flavonoides e taninos,

presentes no IFAV confirmado pelo Screning fitoquimico (Tabela 3). Os cromatogramas

referentes ao extrato e ao padrao de quercetina sdo confrontados na figura 8.

Figura 8 — Cromatograma do extrato rotoevaporado de E. velutina (A) e de quercetina (B) em

415nm.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2023.

As condi¢des de trabalho foram entdo definidas, partindo para a validagao do método,
no qual foi determinada a curva de calibragao a partir das solu¢des do padrao de quercetina.

Estudo realizado por Hossain e colaboradores (2022) mostraram que a quercetina
apresenta potencial ansiolitico em camundongos, por meio da regulacao dos receptores GABA,

pois aumentou a os efeitos calmantes do Diazepam e reduziu os efeitos flumazenil,
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evidenciando que tal efeito ansiolitico mencionado pode estar relacionado com a atividade

depressora central e ndo por meio do bloqueio neuromuscular.

Tabela 4 — Construg¢ao da curva de Ringbom por espectrofotometria UV para quercetina em

415 nm.
N » o
Con:ge/nrgﬁgao abslg/ite)glllacias 10 abs (100//; g abs) 100-%T
2 0,1293 1,3467 74.2555 25,7445
4 0,2365 1,7238 58.0113 41,9887
6 0,3597 2,2892 43.6833 56,3137
8 0,4928 3,1102 32.1522 67,8478
10 0,6265 42315 23.6322 76,3678
12 0,6959 4,9647 20.1422 79,8578
14 0,845 6,9984 14.2889 85,7111
16 0,9903 9,7791 10.2258 89,7742
18 1,1176 12,9897 7.6984 92,3016
20 1,2461 17,6238 5.6744 94,3256
24 1,259 18,1551 5,5080 94,4920
28 1,572 37,325 2,6791 97,3209
32 1,8021 63,4015 1,5772 98,4228
38 2,0829 121,03 0,8262 99,1738
44 2,4253 266,2563 0,3755 99,6245
50 2,6984 499,3441 0,2002 99,7998
58 2,9025 798,9139 0,1251 99,8749
66 3,1243 1331,3737 0,0751 99,9249
76 3,3004 1997,1008 0,0500 99,9500
86 3,6014 3993,9258 0,0250 99,9750
96 3,6014 3993,9258 0,0250 99,9750
106 3,6014 3993,9258 0,0250 99,9750
126 3,6014 3993,9258 0,0250 99,9750
146 3,6014 3993,9258 0,0250 99,9750
176 3,6014 3993,9258 0,0250 99,9750

Fonte: Elaborado pela autora, 2023.
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A faixa linear do método espectrofotometro foi determinada através da curva de
Ringbom. Em razdo disso, as medi¢des das solugdes em absorbancias foram transformadas em
transmitancia. Na tabela 4 se encontra os dados referente a transmitancia versus o log da

concentragio da quercetina em pg mL™.

Figura 9 - Curva de Ringbom obtida pelo método espectrofotométrico na regido do UV para
quercetina no comprimento de onda de 415 nm.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2023.

Como apresentado na figura 9, a curva de calibraciio foi linear entre 2 e 20 pg mL™,
sendo obtido um R? igual a 0,9940. A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
preconiza um R? maior que 0,99, em nosso estudo o valor encontrado ficou dentro do
recomendado, indicando dessa forma que a curva apresenta uma regressao linear.

A curva analitica de quercetina foi construida com as médias dos valores de
absorbincias de trés curvas analiticas obtidas em dias diferentes durante os ensaios de

linearidade, ilustrada na figura 10.
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Figura 10 — Curva de calibragdo do padrdo de quercetina em 415 nm.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2023.

A tabela 5 mostra as medidas das absorbancias das amostras testadas nas diferentes

concentragdes que foram utilizadas para a constru¢do da curva de calibragao.

Tabela 5 — Valores de absorbancia determinados para a curva analitica de quercetina pelo
espectrofotométrico na regido do UV em 415 nm.

(continua)

Concentracao

(ng/mL)

Absorbancia
média = DP

Absorbancia

DPR (%)

2

10

12

14

0,1293
0,1239
0,1292

0,2365
0,2157
0,2467

0,3597
0,3872
0,3657

0,4886
0,4721
0,4879

0,6267
0,5951
0,6205

0,6959
0,7239
0,7486

0,8383
0,8636
0,8829

0,1275 £ 0,0030

0,2329 + 0,0157

0,3708 + 0,0144

0,4828 £+ 0,0093

0,6141 £ 0,0167

0,7228 + 0,0263

0,8616 + 0,0223

2,42

6,78

3,89

1,93

2,72

3,64

2,59
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Tabela 5 — Valores de absorbancia determinados para a curva analitica de quercetina
pelo espectrofotométrico na regido do UV em 415 nm.

(conclusdo)
Concentragio A Absorbéncia o
(ug/mL) Absorbancia média + DP DPR (%)

0,9903

16 1,0010 0,9962 + 0,0054 0,54
0,9974
1,1113

18 1,0821 1,1075 +0,0237 2,14
1,1292
1,2428

20 1,2454 1,1981 + 0,0795 6,64
1,1063

Fonte: Elaborado pela autora, 2023.

A partir dos dados obtidos da curva de calibragdo foi possivel determinar os limites de
detecgao (LD= 0,40) e quantificacao (LQ= 1,23) com base no teste F com 95 % de confianga,

conforme descrito na tabela 4.

Tabela 6 — Parametros para validacdo da linearidade do método cromatografico.

LINEARIDADE
Coeficiente R? 0,9940
Equagao da reta y =0,0607x + 0,0066
(MQfaj/MQep)/F 2,055/2,057
(MQreg/MQr)/F 13802,3/3,94
(Limite de detecgdio (ug mL™) 0,40
(Limite de quantificagdo (ug mL") 1,23

Fonte: Elaborado pela autora, 2023.

Legenda: MQfaj = média quadratica da falta de ajuste; MQep = média quadratica do erro puro;
MQreg = média quadratica do modelo; MQr = média quadratica residual.

A curva apresentou uma distribui¢do homocedastica dos residuos, como pode ser
observado na figura 11, sugerindo uma distribui¢ao normal dos dados e uma concordancia com

o modelo.



Figura 11— Gréfico de residuos.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2023.

A precisao do método foi avaliada através da repetibilidade ou precisdo intra-dia (Tabela

7) e precisao entre-analistas (Tabela 8) expressando o resultado em desvio padrao relativo. Os

dados obtidos, nao mostraram dispersao significativa, estando dentro do recomendado, que ¢

menor que 5% (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2017).

Tabela 7 — Determinagao da precisdo intra-dia.

CONCENTRACOES (ng mL™)

DPR (%)
Manha Tarde
10,36 10,00
10,26 10,23
10,34 10,16
1,25
10,31 10,20
10,10 10,10
9,96 10,14

Fonte: Elaborado pela autora, 2023.

Para a precisdo intermedidria ou inter-dia (Tabela 8) foi observado que os valores se

mostraram concordantes, sugerindo que entre dias e analistas diferentes ndo houve diferenga

significativa entre os valores obtidos, apresentando um DPR de 1,03%.
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Tabela 8 — Determinacao da precisdo intermediaria.

CONCENTRACOES (ug mL™)

DPR (%)
Analista A (dia 1) Analista B (dia 2)

10,21 10,26
10,22 9,95

10,26 10,17

1,03

10,19 10,20
10,25 10,10
9,97 10,19

Fonte: Elaborado pela autora, 2023.

A determinagdo da exatiddo foi realizada pela analise de adi¢cao do padrdo de quercetina
utilizando trés concentragdes (2,0, 10,0 e 20 ug/mL) através do método espectrofotométrico
(Tabela 9). Os valores obtidos de recuperacdo encontram-se dentro dos limites aceitaveis pela

RDC 166/2017 na faixa de 85 a 115 % para matrizes complexas.

Tabela 9 — Determinacao da exatidao do método analitico em trés niveis de concentragao.

Concentracio (ng mL-1)

Nivel
Teorica Experimental Recuperaca
0 média (%)
2,0 2,10
Baixo 2,0 1,80 93,33
2,0 1,91
10,0 11,38
Médio 10,0 11,28 112,26
10,0 11,02
20,0 20,28
Alto 20,0 21,33 102,81
20,0 20,08

Fonte: Elaborado pela autora, 2023.

Alteragdes no comprimento de onda de absor¢ao, no tempo de leitura e no solvente
utilizado foram realizadas para determinacao da robustez do método. Os resultados obtidos nao
mostraram diferenca significativa, como descrito na tabela 10. Os valores apresentaram DPR

abaixo de 5%, estando dentro do limite recomendado pela ANVISA.
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Tabela 10 — Avaliacdo da robustez do método analitico por espectrofotometria na regido UV.

Concentragdo média

Parametros Niveis ) DPR (%
(ngmL") %)

Marca 1 9,93

Solvente 1,72
Marca 2 10,09
. 413 10,31

Comprimento de onda 415 10,29 4,95

(nm)

417 11,21
8 min 10,18

Tempo de leitura 10 min 10,26 0,59
12 min 10,30

Fonte: Elaborado pela autora, 2023.

5.3 Prospecc¢io da atividade biologica do extrato E. velutina

5.3.1 Toxicidade aguda

A avaliacdo da toxicidade aguda ¢ amplamente empregada para averiguar a seguranga
de um composto de dose preestabelecida bem como obter informagdes preexistentes sobre os
mecanismos de toxicidade (OLIVEIRA et al., 2018). Através do ensaio de toxicidade € possivel
identificar se apds o tratamento com extrato foi observada alguma mudanga, como por exemplo,
alguma alteracdo macroscopica nos o6rgaos dos animais eutanasiados, coloracio entre outros.

Sendo assim, apds o tratamento com o extrato de E. velutina, os 6érgaos avaliados apos
a eutanasia dos animais, ndo evidenciaram nenhuma alteracdo macroscopica morfologicas ou
de coloragdo quando comparados ao grupo controle. A dose de 2.000 mg/kg ndo ocasionou
nenhum Obito e a triagem farmacologica nas primeiras horas revelou uma diminui¢do
responsiva ao estimulo doloroso na cauda do animal. Ap6s as 24 horas nao foi visualizado
nenhuma alteragdo comportamental sendo semelhante durante os 14 dias analisados. Através
do teste de toxicidade também foi possivel observar que na analise do peso relativo dos 6rgaos
os dados evidenciaram que ndo houve nenhuma modifica¢do significativa entre os grupos
testados (Tabelall) ou seja, a administragdo do extrato manteve a integridade morfologica dos
orgaos.

O acompanhamento de ganho de peso e ingestdo de dgua e alimentos em estudos que
envolvem animais ¢ imprescindivel, uma vez que variacdes nesses fatores sdo capazes de
predizer o estado de satde geral do animal. Assim, a presenca de alteragdes nos valores desses

parametros sugere que o produto em estudo apresenta efeitos adversos (RAZA et al., 2002).



Tabela 11 — Resultados de toxicidade aguda de E. velutina.

FEMEAS MACHOS
Controle Tratamento Controle Tratamento
Coracao (g) 0,16 £0,01 0,14 +0,01 0,18 £0,01 0,18 £0,01
Figado (g) 2,46 £0,18 1,85+0,1 2,81 £0,35 2,71 £0,21
Rins (g) 0,68 £0,03 0,59+0,06 0,86+0,09 0,88 +0,09
Baco (g) 0,18 0,05 0,13 +0,03 0,15+0,09 0,15+0,02
Pulmées (g) 0,24 £0,02 0,22 +0,05 0,25+0,04 0,25+0,04
Consumo de agua 26,07 £4,80 22,96 + 22,54 £ 3,43 22,21 +
(mL) 6,45 4,67
Consumo de ragdo (g) 17,43 £1,65 13,04 + 14,61 £ 1,71 15,29 +
1,72 1,38
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Ganho de peso (g) 280+1,48 0,60+1,14 340+0,89 3,20+0,45
Fonte: Elaborado pela autora, 2023.

Com relacdo ao consumo de ragdo dos camundongos tratados com o extrato na dose
testada, nossos achados demonstraram que os extratos ndo apresentaram variagdes
significativas quando comparado ao grupo controle sugerindo uma dose letal (DLso) superior a
2.000 mg/kg. Ademais, na analise de consumo de agua e avaliacao ponderal ndo foi observado
nenhuma altera¢do ao termino do ensaio agudo, corroborando com os achados apresentados
anteriormente. Esses resultados indicam que o extrato de E. velutina apresenta toxicidade aguda
muito baixa ou nao toxico sendo enquadrada na Classe 5 de toxicidade de acordo com a GHS
(Globally Harmonized Classification System). Estes achados contribuem para determinar doses
em estudos in vivo.

Estudo realizado por Dantas (2022) no qual analisaram a toxicidade aguda do cha de
cascas de E. velutina, mostrou resultados semelhantes, indicando atoxicidade promovida pelo
infuso, tal pesquisa corrobora com os achados encontrados nesse estudo. Na literatura, alguns
estudos de toxicidade incluindo E. velutina, evidenciaram ndo promover efeitos hemoliticos
nem toéxicos nas populacdes de células sanguineas, mesmo em situagdes que ocorram o aumento
da dose (MACHADO et al., 2013; LIMA et al., 2007). Um estudo utilizando extrato aquoso de
folhas de E. velutina, sugere que, uma vez administrado agudamente, ¢ classificado como
atoxico por via oral em ratos (CRAVEIRO et al., 2008). Essas descobertas corroboram com os
resultados dispostos no ensaio de toxicidade aguda.

Dessa forma, pode-se constatar que o tratamento oral com extrato de E. velutina em
dose aguda de 2.000 mg/kg, ndo apresentou nenhum efeito toxico no comportamento dos
camundongos, bem como nao houve 6bito de animais € nem variagdes entre 0s parametros

analisados (6rgdos coletados, consumo de agua, racdo e ganho de peso).
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5.3.2 Atividade ansiolitica

5.3.2.1 Teste do Labirinto em Cruz Elevado (LCE)

Para investigacdo do potencial ansiolitico do extrato rotoevaporado das cascas de E.
velutina (62,5, 125 e 250 mg Kg!) ambos administrados via oral, foi realizado o teste de
labirinto em cruz elevado (LCE), que tem como objetivo causar situacdes de conflitos a um
determinado ambiente desconhecido, resultando em estados inibitorios, reduzindo a capacidade
exploratéria do camundongo, sendo caracterizado pela diminuicao da visitagdo e/ou tempo de
permanéncia nos bragos abertos do equipamento (CAMPOS et al., 2013).

A eficdcia de um farmaco ansiolitico pode ser mostrada através do aumento na atividade
de camundongos nos bragos abertos. No teste de labirinto de cruz elevada, a ansiedade
convencional aumenta o nimero de entradas nos bragos abertos bem como o tempo de
permanéncia nas areas do labirinto (HAN et al., 2009).

O medicamento ansiolitico padrao empregado ¢ o diazepam que tem sido bastante
utilizado na farmacologia comportamental como um composto referéncia para substancias com
acao ansiolitica (SODERPHALAM; HIORTH; ENGEL, 2009). Tal medicamento assim como
outras drogas com potencial ansiolitico promovem aumento no tempo de permanéncia dos
roedores nos bragos abertos (RANG et al., 2003).

Neste estudo, o comportamento dos animais pré tratados com DZP (I mg Kg™)
apresentou resultados significativos, aumentando o nuimero de entradas e o tempo de
permanéncia dos animais nos bragos abertos. Vale ressaltar que todos os grupos foram
correlacionados com o controle, no qual foram administrados o veiculo.

Com relacao, ao estudo de LCE de EEV ¢ possivel observar que a administragdo do
extrato nas concentragdes de 62,5 e 125 mg Kg'! (Figura 12) ndo evidenciaram aumento
significativo na porcentagem de entradas nos bragos abertos. A melhor resposta observada foi
na dose de 250 mg Kg!' demonstrando um aumento de 8% na porcentagem de entrada nos
bracos abertos, conforme ilustrado na Figuras 5. Na literatura, uma pesquisa realizada por
Lollato e colaboradores também nao demonstrou diferenca na porcentagem de entradas nos
bragos abertos do labirinto ap6s a administragdo oral do extrato hidroalcéolico de E. velutina
na concentragio de 200 mg Kg' quando confrontado com o grupo controle negativo
(LOLLATO et al., 2010).

Entretanto, observou-se que os animais tratados com EEV nas doses 62,5 ¢ 250 mg Kg

! (Figura 13) demonstrou aumento significativo na porcentagem do tempo gasto nos bragos
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abertos, quando comparado ao grupo controle (veiculo). Assim, no teste LCE o aumento do
numero de entradas de bragos abertos e o tempo de permanéncia nesses bragos, sdo indicativos
de medicamentos ansioliticos, levando em consideragdo que esses animais acham seguros aos

explora-los.

Figura 12 - Efeito da administragdo oral do EEV em camundongos Swiss na porcentagem do
numero de entradas nos bragos abertos.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2023.
Os resultados estao expressos como média + d.p. Andlise de varidncia de uma via (ANOVA)
seguido do pos teste de Tukey comparado ao controle negativo (solugao salina 0,9 %), *p<0,05,

*#%p<0,001.

Um estudo realizado por Vasconcelos e colaboradores (2004) analisaram os efeitos
comportamentais centrais dos extratos hidroalcoolicos da casca do caule de Erythrina velutina
e Erythrina mulungu no teste de campo aberto em roedores. Os extratos foram administrados
em doses Unicas por via oral (200, 400 e 800 mg Kg!) em camundongos fémeas. De acordo
com os resultados, foi possivel observar que ocorreram diminui¢des no numero de entradas
tanto nos bragos abertos quanto nos fechados, logo apds a administragao da maior concentragao
(800 mg Kg™!) de ambos os extratos analisados. Tal efeito pode estar relacionado a diminuigio
da atividade locomotora causada pelos extratos hidroalcoolicos testados.

Raupp e colaboradores (2008) avaliaram o efeito ansiolitico na administra¢ao oral aguda
e cronica do extrato hidroalcdolico de E. velutina em camundongos, como resultados, eles

observaram que na administra¢do aguda nao houve efeito ansiolitico, entretanto, um melhor
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resultados foi visto na administragdo cronica na concentragio de 100 mg Kg™! entre os dias 23°

e 26°.

Figura 13 - Efeito da administragdo oral do EEV em camundongos Swiss na porcentagem do
tempo de permanencia nos bragos abertos.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2023.
Os resultados estdo expressos como média + d.p. Analise de variancia de uma via (ANOVA)
seguido do pos teste de Tukey comparado ao controle negativo (solugdo salina 0,9 %), *p<0,05,

*#4p<0,001.

O emprego do modelo TLCE nesse estudo permitiu apontar uma possivel acao
ansiolitica aguda frente ao extrato das cascas de E. velutina sendo mais pronunciada na
concentracdo de 250 mg Kg™! devido ao aumento consideravel na porcentagem de entrada dos
camundongos nos bracos aberto do labirinto. Estes achados corroboram com o potencial
tranquilizante relatado na literatura para a espécie E. velutina justificando seu uso pela medicina
popular (RABELO et al., 2001; MACHIORO et al., 2005).

Estudo realizado por Chu e colaboradores (2019) analisaram o potencial ansiolitico e
antidepressivo do extrato de Erythrina, utilizando testes de labirinto de cruz elevado, caixa
claro/escuro, campo aberto, natagdo forcada e suspensdo de caudas em camundongos, no qual
o mecanismo de agdo foi esclarecido por cromatografia liquida de alta performance,
identificando através da fluorescéncia a presenca de niveis de cinco neurotransmissores no
cérebro (dopamina, noradrenalina, serotonina, glutamato e 4cido gama-aminobutirico (GABA).
No TLCE o extrato demonstrou aumento significativo na porcentagem de entradas e no tempo

de permanéncia nos bragos abertos, mostrando uma acao ansiolitica consideravel. Os resultados
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referentes ao teste de caixa claro/escuro evidenciou também um aumento significativo na
quantidade de tempo gasto na camara de luz, os roedores tratados com o extrato igualmente
promoveu aumento consideravel no nimero de cruzamentos, € nos outros testes (natacao
forgada, suspensao de cauda) o extrato promoveu diminui¢dao significativa no tempo de
mobilidade, no qual, através do teste de fluorescéncia, a amostra testada demonstrou eficacia
devido a variagdo dos niveis dos cinco neurotransmissores cerebrais.

Segundo Blanchard e colaboradores (2001) no teste de labirinto em cruz elevado em
camundongos, o numero de mergulhos de cabega e espreitas sdo quesitos que integram uma
avaliagdo de riso (risk assessment), uma conduta que pode estar correlacionado a
hipervigilancia, caracteristico de individuos ansiosos. A andlise ou avaliacdo de risco
caracteriza uma antecipacao de um perigo potencial, dispondo de um comportamento defensivo
consideravel de valor adaptativo. Aqueles individuos ansiosos tendem constantemente adiantar
tal ameaga com o objetivo de conviver de melhor forma com isto, levando ao surgimento de
prejuizos em ambos. Assim, os camundongos mais ansiosos aproximardo lentamente da saida
da plataforma central, exibindo alta frequéncia de espreitas e de mergulho de cabeca
(RODGERS, 1992).

As figuras 14, 15 e 16 serdo avaliados os fatores etologicos, sdo eles: stretched attend
postures (espreitas), grooming (autolimpeza), head dippings (mergulhos de cabega) e rearing
(levantar), todos esses comportamentos caracterizam a avaliacdo de risco no qual o animal

antecipa um perigo potencial.



57

Figura 14 - Efeito da administrac¢do oral do EEV em camundongos Swiss no nimero de

espreitas.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2023.
Os resultados estao expressos como média + d.p. Andlise de varidncia de uma via (ANOVA)
seguido do pos teste de Tukey comparado ao controle negativo (solugdo salina 0,9 %), *p<0,05,

*#%p<0,001.

A figura 14 apresenta os resultados obtidos em relagdo ao numero de stretched attend
postures (espreitas), onde foi possivel observar que os nimeros de espreitas foram mais
pronunciados no controle negativo, no qual nao ha a presenca de qualquer tratamento, tal
comportamento diz respeito a hipervigilancia presentes em individuos ansiosos. Ademais, o
grupo tratado com DZP demonstrou diminui¢ao significativa deste comportamento, isso se deu,
possivelmente em razao da acdo ansiolitica provocada pelo diazepam.

Com relagao ao mergulho de head dippings (mergulhos de cabeca) ilustrado na figura
15, é possivel observar que tal comportamento foi realizado com maior frequéncia pelo grupo
do controle negativo, em controvérsia, os grupos tratados com o DZP e as doses de extrato

apresentaram uma reducao significativa.
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Figura 15 - Efeito da administrag¢do oral do EEV em camundongos Swiss no numero de
mergulhos de cabeca.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2023.
Os resultados estao expressos como média + d.p. Andlise de varidncia de uma via (ANOVA)
seguido do pos teste de Tukey comparado ao controle negativo (solugdo salina 0,9 %), *p<0,05,

*#%p<0,001.

Os outros fatores avaliados pela analise etologica, grooming (nimero de autolimpeza) e
rearing (levantar) sdo apresentados nas figuras 16 e 18, respectivamente. Com relagao ao
grooming (Figura 18) os camundongos foram avaliados pela frequéncia em que eles
apresentavam esse comportamento. Ha evidencias de que os benzodiazepinicos incluindo o
diazepam, promovam uma diminui¢do de tais modos comportamentais, devido ao fato de que
eles sdo capazes de reduzirem os estimulos ansiogénicos (SPRUIJT et al., 1992).

Figura 16 - Efeito da administragdo oral do EEV em camundongos Swiss no niamero de
grooming (autolimpeza).
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Fonte: Elaborado pela autora, 2023.
Os resultados estdo expressos como média + d.p. Analise de variancia de uma via (ANOVA)
seguido do pos teste de Tukey comparado ao controle negativo (solugdo salina 0,9 %), *p<0,05,

*#4p<0,001.

5.3.2.2 Teste de movimentagdo espontinea

A tendencia natural de um animal em um ambiente novo ¢ de explora-lo, ainda pela
presenca do estresse e do conflito gerado pela propria exposicdo ao ambiente. O teste de
movimentagdo espontanea tem como finalidade avaliar a capacidade de locomogao espontanea,
além de analisar os comportamentos de grooming, rearing ¢ quadrado percorrido dos animais
tratados com o extrato nas doses de 62,5, 125 ¢ 250 mg Kg™!.

Os resultados apresentados na figura 17, evidenciou que o extrato das cascas de E.
velutina na concentragio de 62,5 mg Kg™!' nfio exibiu a¢do ansiolitica devido ao fato de que foi
visto um aumento na ambulagcdo dos animais referente a esse grupo. Entretanto, quando
analisado o comportamento dos grupos de animais frente as doses 125 e 250 mg Kg'! do extrato
¢ possivel observar que apresentou efeito significativo, uma vez que, houve redugao do nimero
de cruzamento no campo aberto, comportamento semelhante ao controle positivo, isso
evidencia um possivel efeito ansiolitico do extrato.

A figura 18 ilustra os resultados referentes ao nimero de rearings do EVV, no qual foi
possivel observar que os grupos tratados com as doses do extrato aumentaram quando
comparado ao controle positivo, entretanto, se faz necessario, relatar a diminui¢ao dos grupos

tratados com o extrato quando comparado com o controle negativo (veiculo).
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Figura 17 - Efeito da administrac¢do oral do EEV em camundongos Swiss no nimero de
quadrados percorridos.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2023.
Os resultados estao expressos como média + d.p. Andlise de varidncia de uma via (ANOVA)
seguido do pos teste de Tukey comparado ao controle negativo (solugdo salina 0,9 %), *p<0,05,

*#%p<0,001.

Figura 18 - Efeito da administrag¢do oral do EEV em camundongos Swiss no numero de

rearings.
40
mm Controle -
2 30- = Controle +
= = o B3 62,5mg
2 E" ; = 250 mg
T 10- o /
e /
M E V]

Fonte: Elaborado pela autora, 2023.
Os resultados estdo expressos como média + d.p. Analise de variancia de uma via (ANOVA)
seguido do pos teste de Tukey comparado ao controle negativo (solugdo salina 0,9 %), *p<0,05,

*#4p<0,001.
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Em relagcdo ao numero de grooming (Figura 19), os dados mostraram que houve um
aumento dos grupos tratados com o extrato em comparagdo com o grupo tratado com diazepam,
e o comportamento do grupo tratado com veiculo apresentou maior nimero de autolimpeza em
relacdo aos demais.

Figura 19 - Efeito da administra¢do oral do EEV em camundongos Swiss no niumero de

grooming.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2023.
Os resultados estdo expressos como média + d.p. Analise de variancia de uma via (ANOVA)
seguido do pos teste de Tukey comparado ao controle negativo (solugdo salina 0,9 %), *p<0,05,

##4p<0,001.

Doses tinicas (200, 400 e 800 mg Kg™!) dos extratos hidroalcoolicos de E. velutina ¢ E.
mulungu foram administradas em camundongos fémeas no estudo realizado por Vasconcelos et
al. (2004) utilizando as seguintes vias de administragdo: oral e intraperitoneal. Como resultados
eles observaram que, houve uma redugdo na atividade locomotora dos roedores devido a
diminui¢do do nimero de rearing € grooming no teste de campo aberto, porém somente na

maior concentragao apds a administragdo oral.

5.3.2.3 Teste de Rota Rod

Posteriormente, para avaliar se os tratamentos com o EVV causam prejuizos a fungao
motora dos camundongos, foi realizado o teste de rota rod (TRR). Os resultados obtidos (Figura
20) demonstraram que ndo houveram alteracdes na fun¢do motora ou sedativas, pois tanto o

grupo tratado com DZP como os demais grupos demonstraram redu¢do no niimero de quedas.
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Sendo assim, esses dados experimentais podem inferir que nas doses testadas do extrato das
cascas de E. velutina, ndo houveram acao depressora no SNC.

Estudo realizado por Vasconcelos et al., (2004) avaliaram os efeitos comportamentais
centrais dos extratos hidroalcoolicos também da casca do caule de E. velutina e E. mulungu no
TRR. Os grupos tratados (Figura 12) com os respectivos extratos nas concentragdes (200, 400
ou 800 mg Kg') nio demonstraram alteracdes no teste, bem como nas diferentes vias de
administragcao também nao houve mudanca, sugerindo que os tratamentos ndo prejudicaram a
coordenagao motora no TRR, esses achados corroboram com os dados encontrados em nosso

estudo.

Figura 20 - Efeito da administragdo oral do EEV em camundongos Swiss no teste de rota rod.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2023.

Os resultados estao expressos como média + d.p. Andlise de varidncia de uma via (ANOVA)
seguido do pos teste de Tukey comparado ao controle negativo (solugao salina 0,9 %), *p<0,05,
**%p<0,001

5.4 Estudo de compatibilidade

5.4.1 Andlise térmica diferencial (DTA)

O extrato de Erytrina velutina foi caracterizado por técnicas termoanaliticas, com o
intuito de observar as interacdes fisico-quimicas entre os componentes da formula¢do. As
curvas de DTA do extrato e seus sistemas bindrios estdo representados nas figuras 21, 22 e 23

e os dados numéricos estdo descritos na tabela 2.
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Figura 21 - Perfis de DTA (A) e TG (B) do extrato rotoevaporado de MLG.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2023.

Os dados térmicos representados na figura 1 mostram a presencga de eventos resultantes
da mudanca de fases em fun¢do da temperatura, no qual sdo revelados comportamentos
térmicos relacionados a decomposi¢ao do insumo farmacéutico ativo vegetal.

A curva DTA da E. velutina mostra a presenca de um pico endotérmico por volta de
139,48°C (AH = - 28,83 J g'!), possivelmente relacionado a perda de constituintes volateis
encontrados na amostra, como etanol e agua. Este evento, na curva TG (Figura 21B) refere-se
a uma perda de massa de 6,46 % da amostra. A decomposi¢cdo dos compostos organicos
presentes na droga vegetal inicia em 170,70°C e permanece até o fim do perfil analisado,
correspondendo a uma perda de massa da amostra de 60,85%.

O segundo evento térmico corresponde a um evento endotérmico que ocorreu na faixa
de temperatura entre 163,99 a 166,85°C, com temperatura de pico em 159,34°C, como pode ser
observado na figura 21A. Em seguida, pode-se visualizar a presenca de um terceiro
comportamento térmico entre o intervalo de temperatura de 173,32 — 190,07°C correspondendo
aum pico de 181,77°C (AH=- 17,17 J g'!). Ademais, houve o surgimento de um quarto evento
térmico entre as temperaturas de 245,94 a 363,79°C, com temperatura de pico em 344,47°C (AH
=-157,20 J g'!). Tais eventos térmicos mencionados anteriormente, representam o extrato de
E. velutina e foram empregados como referéncia no estudo de compatibilidade entre IFAV-
excipiente.

A presenca de alguns fatores como: imperfei¢des das formas, perda de produtos gasosos
no aquecimento da droga vegetal bem como a presenga de impurezas, explica o surgimento da
ma qualidade dos picos em DTA, devido a amostra se tratar de compostos de matrizes

complexas. Tais fatores colaboram para o surgimento de picos endotérmicos com larguras
defeituosas (ANDRADE et al, 2019).
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As misturas binarias referentes a cada IFAV e excipiente farmacéutico foram avaliadas

com o proposito de verificar o comportamento térmico de cada IFAV, isoladamente, como

também na presenga dos excipientes.

Figura 22. Perfis de DTA das misturas bindrias do extrato MLG com excipientes

farmaceéuticos.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2023.

Legenda: AMI — amido; CMC — carboximetilcelulose; EST — estearato de magnésio; LAC —

lactose.

Para definir se nas curvas térmicas haveria ou nao ocorréncia de interacao entre o [IFAV
e o excipiente, foram considerado alguns parametros. Dentre eles, destacam-se, o surgimento
de eventos como inversdo ou supressdo de picos, deslocamentos e variagdes de entalpia em
etapas principais relacionadas ao extrato e ao excipiente. Assim, a presenca desses fatores levou
a identificagao de possiveis interagdes entre extrato-excipiente, apontando para uma maior
atencao no emprego destes (ALMEIDA et al., 2019).

Algumas curvas apresentaram alteragdes expressivas de seus comportamentos térmicos
em relacdo ao esperado. A curva de DTA da mistura binéria de IFAV + AMI (figura 22A) mostra

a presenca de trés eventos térmicos, o primeiro foi em 81,71°C (AH = -12,56 J g'!) esta
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relacionado ao processo de desidratagdo da substancia, o segundo pico ocorreu por volta de
239,26°C (AH = -169,24 J g'!) e o terceiro evento térmico em temperatura de pico de 271,08°C
(AH = 122,04 J g'!), que caracteriza o aparecimento de um pico exotérmico, ndo existindo a
presenca do pico endotérmico do excipiente, esses fatores representa um efeito negativo na
interagdo entre IFAV-AMI.

Em relacdo a curva de DTA de IFAV + CMC (figura 22B) foram observados a
preservacao das caracteristicas somente do excipiente e auséncia dos eventos térmicos do
extrato, indicando assim que hd uma possivel incompatibilidade entre eles.

A curva de DTA de IFAV + EST esta apresentada na figura 22C, apresenta varios
indicios de possivel compatibilidade entre o extrato e o excipiente. A curva da mistura
demonstra similaridade ao segundo evento térmico do estearado de magnésio que esta
relacionado a seu ponto de fusdo no qual ocorreu por volta de 123,68°C. O ponto de fusao
referente as amostras comerciais do estearato de magnésio ficam entre uma faixa de temperatura
de 117-150°C (ROWE, SHESKEY, QUINN, 2009). Ademais, o evento de decomposi¢ao do
estearato foi suprimido quando observado sua associagdo com o extrato. Sugere-se que as
incompatibilidades relacionadas ao estearato de magnésio podem ser explicadas pela
propriedade quimica do excipiente em questdo, o qual € constituido por uma mistura de sais
organicos formado por cations de magnésio e anions de diferentes dcidos graxos.

O perfil térmico da mistura de lactose com o IFAV (figura 22D) expressaram
caracteristicas exclusivas do excipiente. Os eventos caracteristicos de desidratacdo que ocorreu
por volta de 147,89 °C, seguido da fusdo (216,20 °C) e o processo de decomposi¢do térmica
que foi demonstrado por dois picos endotérmicos, em 248,68 °C e 300,47 °C, respectivamente.
Tais eventos sdo evidenciados no perfil térmico da mistura binaria de lactose, na mesma faixa
de temperatura. Entretanto, também foi possivel observar o comportamento térmico do extrato,

indicando uma possivel compatibilidade entre a mistura MLG-LAC.
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Figura 23 - Perfis de DTA das misturas binarias do extrato MLG com excipientes.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2023.
Legenda: DC - dioxido silico coloidal, MAN — manitol; TAL - talco, CM -

carboximetilcelulose; HPMC — hidroxipropilmetilcelulose.

O perfil térmico de DTA do MLG + DC (Figura 23A) observou-se caracteristicas
unicamente do excipiente, bem como auséncia dos eventos térmicos do IFAV na mistura 1:1,
havendo somente a presenca de um pico endotérmico em 49,65°C (AH = -3,45 J g'). Estudo

realizado por Nep e Conway, os autores declaram que o ponto de fusdao do DC ¢ 1610 °C,
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ficando fora da faixa de temperatura empregada para os experimentos. Tais indicios apontam
para provavel incompatibilidade térmica entre o IFAV e o excipiente.

O perfil de DTA do manitol (figura 23B), exibiu dois eventos térmicos bem
caracteristicos. O primeiro evento foi um pico endotérmico que ocorreu em 169,56 °C (AH = -
47,41 J g-1) no qual esté relacionado ao seu ponto de fusdo, e o segundo evento ocorreu em
320,28 °C (AH = - 158,32 J g'!) tal comportamento corresponde a decomposicio do excipiente
farmacéutico. O ponto de fusdo corrobora com os descritos na literatura, que fica entre 166 e
168 °C (NEILL, 2013). A mistura bindria produzida com manitol na propor¢dao de 1:1
apresentou diferenca de entalpia e supressdo do pico do excipiente quando observado seu
comportamento individual constatando uma possivel interacdo entre o IFAV e o excipiente
farmacéutico.

Em decorréncia de sua natureza inorganica, proveniente da composicao de silicato de
magnésio, o talco, promove uma curva de DTA sem eventos térmicos nas temperaturas
estudadas (ROWE et al., 2009). O excipiente talco (Figura 23C) mostrou indicios de
compatibilidade térmica com o IFAYV, visto que ndo foram visualizadas alteracdes significativas
no perfil térmico da interagdo entre extrato e o excipiente farmacotécnico.

De acordo com a figura 3, analisando as curvas de IFAV-CM (Figura 23D) foi possivel
observar alguns indicios de incompatibilidade. A curva da mistura suprimiu o evento
endotérmico principal do excipiente.

A curva DTA da mistura MLG-HPMC (Figura 23E) mostrou a presenca de dois eventos
térmicos, um endotérmico e o outro exotérmico. O primeiro evento ocorreu entre 47 ¢ 112 °C
com temperatura de pico de 98,59 °C (AH = - 55,27 J g'!) possivelmente estando relacionado
com a perda de umidade de superficie do HPMC, que ocorreu nesse mesmo intervalo de
temperatura entre 45 e 98 °C (78,05°C/ AH = - 40,70 J g!). Observou-se supressio de picos
caracteristicos do IFAV e do excipiente, e surgimento de um pico exotérmico, que ocorreu entre
as temperaturas de 345 a 390 °C (370,56 °C/ AH = 270,46 J g!), este evento nio é observado
em nenhum dos componentes analisados isoladamente. Tais comportamentos térmicos podem

ser um indicativo de incompatibilidade entre o IFAV e o HPMC.
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Tabela 12 - Dados DTA do extrato rotaevaporado de E. velutina, excipientes e suas misturas binarias nas propor¢des 1:1 (IFAV:excipiente).

(continua)
Amostra Evento Inicio — Final (°C) Pico (°C) AH (J g-1)
Primeiro 121,95 — 134,58 139,48 - 28,83
MLG Segundo 163,99 — 166,85 159,34 -2,72
Terceiro 173,32 -190,07 181,77 -17,17
Quarto 245,94 — 363,79 344,47 - 157,20
Primeiro 53,37 -117,70 89,31 -22.45
AMI Segundo 283,31 302,24 287,66 -4,05
Terceiro 345,07 — 347,45 353,27 0,81
Primeiro 45,47 -9431 81,71 - 281,55
MLG + AMD Segundo 223,20 — 253,92 239,26 - 169,24
Terceiro 260,54 — 282,41 271,08 122,04
Primeiro 65,72 — 106,69 84,12 - 692,56
CMC Segundo 275,01 — 291,68 284,73 150,34
Terceiro 303,96 — 322,95 312,82 387,94
Primeiro 34,69 — 89,40 90,32 - 254,99
MLG + CMC Segundo 276,85 — 326,66 304,75 358,48
Primeiro 35,88 — 71,87 35,87 -5,11
Segundo 118,25 -130,43 123,68 - 17,48
EST Terceiro 148,53 — 152,46 150,66 - 0,49
Quarto 155,91 - 160,59 158,13 0,14
Quinto 325,82 — 382,98 354,66 - 14,88
Primeiro 105,40 — 129,90 119,59 - 112,66
MLG + EST Segundo 145,50 — 145,91 148,89 -7,12
Primeiro 144,44 — 155,21 147,89 -294,24
LAC Segundo 209,88 — 222,86 216,20 -226,34
Terceiro 234,83 —263,5 248,68 -3,62
Quarto 278,59 — 322,96 300,47 - 137,36
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Tabela 12 - Dados DTA do extrato rotaevaporado de E. velutina, excipientes e suas misturas binarias nas propor¢des 1:1 (IFAV:excipiente).

(conclusdo)
Amostra Evento Inicio — Final (°C) Pico (°C) AH (J g-1)
Primeiro 58,43 — 94,49 75,30 - 52,98
MLG + LAC Segundo 139,93 — 151,82 146,22 -53,59
Terceiro 177,23 — 217,76 201,13 - 227,86
DC Primeiro 59,53 — 105,25 49,65 -3,45
MLG + DC Primeiro 40,34 — 81,09 65,69 -0,19
MAN Primeiro 165,45 -177,56 169,56 -47.41
Segundo 298,35 — 342,11 320,28 - 158,32
Primeiro 35,40 — 75,36 77,42 - 143,68
MLG + MAN Segundo 140,71 — 165,63 155,98 -517,78
Terceiro 309,85 — 324,36 317,41 32,68
TAL Primeiro 38,56 — 61,19 38,76 -0,74
Primeiro 133,83 — 155,55 146,70 - 60,17
MLG + TAL Segundo 174,12 — 212 .48 187,36 -99.91
Primeiro 45,19 - 98,90 78,05 -40,70
Segundo 336,69 — 350,51 343,05 - 5,06
HPMC Terceiro 356,06 — 368,50 360,54 -1,04
Quarto 382,46 — 400,53 391,93 8,37
Primeiro 47,10-112,61 98,59 - 55,27
MLG + HPMC Segundo 345,79 — 390,50 370,56 270,46
Primeiro 50,73 - 112,03 92,00 - 390,00
CM Segundo 320,57 - 351,57 343,71 2,5%105
MLG + CM Primeiro 36,96 — 96,71 82,30 -314,45
Segundo 165,48 — 199,70 187,69 - 73,69
Terceiro 307,08 — 353,51 338,17 - 842

Fonte: Elaborado pela autora, 2023.
Legenda: MLG — E. velutina; AMI — amido; DC — dioxido de silico coloidal; MAN — manitol; — LAC — lactose; EST — estearato de magnésio; CM
— celulose microcristalina; TAL — talco; CMC — carboximetilcelulose; HPMC — hidroxipropilmetilcelulose.
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Em um estudo térmico de interacdo farmaco-excipiente, a curva relacionada a mistura
serd sempre a soma de eventos das curvas dos componentes isolados presentes no sistema. A
presenga de supressdo, deslocamento de eventos térmicos relativo ao farmaco ou excipiente,
tais eventos levam a apontar possivel interagdo entre ambos (CHADHA; BHANDARI, 2014).
Desse modo, o emprego de técnicas quimiométricas que possibilitam a diminuicdo de
informacdes em graficos e tabelas de analise das interagcdes de modo agil e com facilidade ¢
imprescindivel devido ao grande numero de dados e a necessidade da confrontagdo de gréaficos
das misturas binarias (SANTANA et al., 2017; FERNANDES et al., 2016; VERAS, 2012).

Figura 24 — Analise de componentes principais (A) e andlise hierarquica (B) dos dados de
DTA das misturas bindrias do extrato MLG com os excipientes farmacéuticos.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2023.

Com os dados resultantes das curvas de DTA das misturas binarias e das substincias
puras, matrizes foram tragadas propondo-se a aplicacdo de duas técnicas quimiométricas por
reconhecimento de padrdes, analise hierarquica de dados (HCA) e andlise de componentes

principais (PCA).
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A HCA e PCA para o extrato de MLG, excipientes e misturas estdo dispostos nas figuras
24A e 24B. Na analise de HCA (Figura 24B) ¢ possivel observar a formacao de dois grandes
grupos, o primeiro estando relacionado as misturas com maior similaridade ao MLG e o
segundo agrupamento estad correlacionado com os excipientes ¢ as demais misturas binarias. A
mistura do extrato com o manitol e a celulose microcristalina promoveu menor similaridade em
relacdo ao MLG. Isto sugere uma possivel interacdo extrato-excipiente através da disposicao
em torno do excipiente nos dendrogramas.

Com relagado a analise de PCA (Figura 24A) verificou-se a presenca de um agrupamento
de extrato com as seguintes misturas binarias: MLG-DC, MLG-LAC, MLG-AMI, MLG-TAL,
MLG-EST e MLG-CMC tais misturas se agruparam em distancias proximas e com maior
proximidade com o IFAV, dados esses que corroboram com a analise de HCA. Outro
grupamento formado foi visualizado com as misturas binarias de MLG-MAN e MLG-CM, no
qual se distanciaram do extrato mostrando maior proximidade com os excipientes, indicando,
dessa forma, conforme apresentado em HCA, uma intera¢do extrato-excipiente entre estes.
Assim sendo, como foi visto na analise por DTA, os eventos térmicos do IFAV foram extintos
prevalecendo na maioria das misturas apenas os eventos do excipiente farmacéutico ou o
surgimento de novos eventos térmicos divergindo com o perfil térmico das substancias
analisadas isoladamente.

Por fim, para uma investigacdo mais aprofundada relacionada os indicios de
incompatibilidades, realizou-se também um estudo de perda de massa por termogravimétrica

das misturas e dos componentes isolados.

5.4.2 Termogravimetria (TG)

As curvas de TG referentes as misturas bindrias do extrato de Erytrina velutina e
excipientes farmacéuticos: AMI, CMC, EST, LAC, DIOX, MAN, TAL e HPMC estao
apresentadas nas figuras 25 e 26. Os dados térmicos sdo exibidos na tabela 3.

A curva termogravimétrica obtida para a mistura com amido (Figura 25B) evidenciou
trés etapas de decomposi¢do. A primeira etapa iniciou em 46,85 °C com uma perda de massa
de 7,85 %, estando relacionado com a eliminacdo de 4gua aderido a amostra. O segundo evento
térmico da curva TG diz respeito ao inicio da etapa de decomposi¢dao em intervalo de
temperatura referente a 302,96 a 330,64 °C (Am» = 69,43) o que indica a ocorréncia da
degradagdo térmica dos polissacarideos amilose e amilopectina (MARINESCU; PINCU;
MELTZER, 2013).
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O perfil termogravimétrico de AMI + IFAV (figura 25B) ¢ composto por quatro etapas
de decomposic¢do, iniciando em 46,85 a 88,69 °C com perda de massa de 7,85%. Tal evento diz
respeito ao processo de desidratacao do amido que vai até 100 °C. A segunda etapa ocorreu por
volta de 170,50°C e a terceira que foi entre 261,99°C e 339,40°C correspondendo a uma perda
de massa de 70,11%. A decomposicdo permanece até o fim da curva, obtendo uma perda de
massa referente a 30,41%. Dessa forma pode-se constatar que a mistura proporcionou uma
maior estabilidade térmica ao extrato, tendo em vista que a etapa de decomposi¢ao do extrato
teve inicio em 170,40°C.

A carboximetilcelulose ¢ classificada como um excipiente farmacéutico bastante
utilizado em formulag¢des de comprimidos, com funcao desintegrante e aglutinante. A curva TG
da CMC (figura 25C) mostrou que a perda de massa ocorreu em trés etapas. A primeira etapa
ocorreu entre 44,01 a 83,43 °C (Amv = 15,31), evento relacionado a desidratacao da amostra. O
segundo evento ocorreu em 277,01 a 306,77° C ocasionando uma perda de massa de 38,93%, o
qual esté relacionado com uma parte da degradacao da matéria prima.

A curva termogravimétrica da mistura de CMC + MLG (figura 25C) apresentou 5 etapas
de decomposicdo. A primeira etapa apresentou um pico caracteristico do processo de
desidratacdo que foi expresso no intervalo de temperatura entre 39,33°C a 58,37°C, seguido da
degradacdo térmica que se inicia em 200,54 °C correspondendo a uma perda de massa de 9,23%.
Pode-se constar que quando comparada com a curva do CMC separadamente, a mistura desses
componentes levou a um aumento da estabilidade térmica, indicando uma interagao positiva
com o extrato de MLG.

As curvas termogravimétricas obtidas para a mistura com estearato de magnésio (Figura
25D) mostrou caracteristicas de ambos os componentes. A mistura perdeu massa em trés etapas
de decomposicdo. O primeiro evento ocorreu entre 39 e 62°C com perda de massa de 4,65%,
possivelmente relacionado ao primeiro evento do excipiente relativo a perda de agua por
desidratacdo. Por conseguinte, o segundo evento térmico que ocorreu por volta de 324,22 a
559,06°C estando relacionado com a degradag¢do do estearato de magnésio. A terceira etapa
térmica ocorreu no intervalo de temperatura de 809,91 a 817,48°C, com perda de massa de
4,76%, finalizando o processo de decomposi¢do da mistura.

Com relagdo ao perfil termogravimétrico da lactose, a curva apresentou uma etapa de
perda de massa referente a 4,73% tal evento diz respeito a se tratar de lactose monohidratada
que apresenta cerca de 5% em massa de dgua (Rowe, Sheskey e Quinn, 2009).

Vale ressaltar que, a curva TG de lactose (figura 25E), € termicamente estavel até 107,98

°C, a partir dessa temperatura foi possivel observar a presenca de quatro etapas de
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decomposicdo, iniciando em 185,12°C com perda de massa de 23,11% tal evento referente ao
processo de degradagdo. A mistura desses componentes ocasionou um aumento na estabilidade
térmica, visto que a degradagdo da mistura binaria iniciou em temperatura maior quando

comparado com a LAC e o MLG separadamente, conferindo um indicio de compatibilidade

fisica.

Figura 25 - Perfis de TG das misturas binarias do extrato MLG com excipientes farmacéuticos.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2023.
Legenda: AMI — amido; CMC — carboximetilcelulose; EST — estearato de magnésio; LAC —
lactose.

A curva TG de MLG + DC (Figura 26A) evidenciou que a mistura fisica ¢ termicamente
estavel até 179 °C. Apos essa temperatura, a mistura perdeu massa em duas etapas de

decomposic¢do, a primeira em 179,61 a 217,29 °C (Am% = 43,57) referente ao processo de
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desidratacdo. A segunda etapa ocorreu por volta de 413,92 — 588,18 °C, resultando em uma
perda de massa de 43,57 °C.

Em relagdo a curva TG do manitol (Figura 26B) observa-se a presenca de uma Unica
etapa de perda de massa, ocorrido por volta de 312 °C. Abaixo de 300° C o manitol permanece
estavel, a partir dessa temperatura o manitol comeca a perder massa. A porcentagem de massa
perdida alcanga um méaximo em 324 °C e praticamente todo o restante de sua massa ¢ eliminada
em 340 °C. A mistura de MLG + MAN (Figura 26B) expressou a presenca de duas etapas de
perda de massa (Tabela 2). A primeira etapa inicia em 53,46 °C com perda de massa de 61,92%
provavelmente relacionado a um evento do extrato, uma vez que o excipiente se mostra estavel
nessa temperatura. A segunda etapa da curva TG ocorreu entre 275,45 a 319,62 °C (Am% =
61,92) o que sugere a ocorréncia da degradacao térmica do manitol.

No tocante a mistura de MLG + TAL (Figura 26C) verificou-se que apresenta uma maior
estabilidade térmica, pelo fato de que os eventos térmicos nessa mistura evidenciaram
caracteristicas semelhantes referente a curva do extrato quando analisada separadamente. A
curva TG da respectiva mistura ¢ composta por eventos de perda de massa. O primeiro evento
inicia em 81,25 °C (Am% = 5,51) relacionado a perda de umidade da amostra. O segundo evento
ocorreu na faixa temperatura de 241,22 a 270,95 °C (-24,23%), correspondente ao inicio da
decomposic¢do térmica. O Terceiro evento de decomposicio acontece em 547,22 °C com perda
de massa de 26,96%.

Os dados obtidos da curva TG de MLG + CM (Figura 26D) demonstraram que a
celulose sofreu perda de umidade em trés etapas térmicas. A primeira etapa foi entre 44,36 a
57,99 °C (Am% = 5,11) e refere a perda de agua (FERNANDES et al., 2016). A segunda etapa
onde ¢ mais intensa, ocorreu entre 328,59 — 340,24 °C com perda de massa de 84,60%, nessa
etapa houve degradacdo térmica de grande parte do adjuvante farmacotécnico. A terceira etapa
corresponde a continuagdo da degradagao da matéria-prima registrada na faixa de temperatura
entre 481,59 — 557,07 °C (Am% = 8,39).

Na CM e sua mistura fisica (Figura 26D) o primeiro pico ocorreu na temperatura de
58,22 - 68,41 °C, sugerindo a ocorréncia de perda de umidade como mencionado anteriormente.
Posterior ao processo de desidratagdo, tem-se inicio a degrada¢do da amostra, expresso entre
233,16 a 289,90 °C, com temperatura superior a degradag¢ao do extrato concedendo uma maior
estabilidade térmica ao sistema.

A figura 26E mostra o perfil térmico da mistura MLG + HPMC, as curvas
termogravimétricas revelam que a mistura perdeu massa em trés eventos térmicos. O primeiro

evento foi expresso em temperatura entre 53,00-76,00 °C (Am% = 3,55%) a este evento ¢
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atribuido a perda de agua referente ao adjuvante. O segundo evento se processou em 177 °C,
seguido do terceiro evento ocorrido na faixa de temperatura de 337,66 — 373,08 °C estando
correlacionado com a degradacao do HPMC e do IFAV, demonstrando um efeito positivo na
interacdo da mistura bindria pelo fato de que promoveu um aumento de temperatura de

degradagdo do IFAV com o excipiente, conferindo estabilidade térmica.

Figura 26 - Curvas de TG das misturas binarias do extrato MLG com excipientes
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Tabela 13 — Dados de TG referentes as etapas de decomposicao do extrato de E. velutina, excipientes e suas misturas binérias nas proporgoes 1:1
(IFAV:excipiente).

(continua)
Etapa 1 Etapa 2 Etapa 3 Etapa 4 Etapa 5
Amostras Inicio — Perda de Inicio — Perda de Inicio — Perda de Inicio — Perda de Inicio—  Perdade
Final (°C) Massa (%) Final Massa (%) Final (°C) Massa (%) Final (°C) Massa (%) Final (°C) Massa
9] (%)
MLG 94,06 — 6,46 170,70 — 60,85 785,17 — 13,54 -—-- ---- - -—--
109,83 280,98 845,12
AMI 45,46 — 10,15 302,96 — 69,43 567,15 — 16,84 -—-- ---- - -—--
88,27 330,64 609,53
MLG + 46,85 — 7,85 170,50 — 6,35 261,99 — 70,11 170,50 — 6,35 -—-- -
AMI (1:1) 88,69 197,23 339,40 197,23
CMC 44,01 — 15,31 277,01 — 38,93 658,39 — 21,89 -—-- ---- - -—--
83,43 306,77 756,75
MLG + 39,33 - 12,41 200,54 — 9,23 279,83 — 25,04 370,84 — 13,63 793,10- 25,79
CMC (1:1) 58,37 214,07 307,90 456,66 876,82
EST 98,94 — 2,90 332,33 — 85,74 489,28 — 2,23 -—-- ---- - -—--
114,27 379,69 619,26
MLG + 39,71 — 4,65 324,22 — 89,09 809,91 — 4,76 -—-- ---- - -—--
EST (1:1) 62,06 559,06 817,48
LAC 140,08 — 4,97 198,95 — 50,82 277,26 — 47,10 -—-- ---- - -—--
151,72 225,76 450,90
MLG + 185,12 — 23,11 260,92 — 29,11 438,06 — 19,65 832,17 — 15,64 -—-- -
LAC (1:1) 225,30 308,97 532,64 906,06
DC -—-- -—-- -—-- -—-- -—-- -—-- -—-- -—-- -—-- -—--
MLG+DC 179,61 — 8,24 413,92 — 43,57 - -—-- -—-- -—-- -—-- -—--
(1:1) 217,29 588,18
MAN 312,25 - 91,74 453,32 — 8,02 - -—-- -—-- -—-- -—-- -—--
340,09 651,15
MLG + 53,46 — 3,72 275,45 — 61,92 740,10 — 30,05 -—-- - - -—--

MAN (1:1) 85,54 319,62 827,44
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Tabela 13 — Dados de TG referentes as etapas de decomposicao do extrato de E. velutina, excipientes e suas misturas binarias nas proporg¢des 1:1
(IFAV:excipiente).

(conclusio)
Etapa 1 Etapa 2 Etapa 3 Etapa 4 Etapa 5
Amostras Inicio — Perda de Inicio — Perda de Inicio — Perda de Inicio — Perda de Inicio — Perda de
Final (°C) Massa (%) Final Massa (%) Final (°C) Massa (%) Final (°C) Massa (%) Final (°C) Massa
(°C) (%)
TAL -— -— -— -— -— -— -— -— -— -—
MLG + 81,25 — 5,51 241,22 — 24,23 547,22 — 26,96 ——-- --- -—-- -
TAL (1:1) 91,02 270,95 617,60
HPMC 36,80 — 5,90 328,50 — 74,51 544,60 — 17,12 -——- -——- ———- -——-
61,87 370,85 743,39
MLG + 53,07 — 3,55 177,52 — 6,51 337,66 — 45,42 -——- -——- ———- -——-
HPMC 76,47 190,0 373,08
(1:1)
CM 44,36 — 5,11 328,40 — 84,60 481,59 — 8,39 -— -— -— -—
57,99 340,24 557,07
MLG + 58,22 — 11,03 233,16 — 17,75 314,15 - 26,13 469,97 — 39,96 -— -
CM 68,41 289,90 345,85 590,30

Fonte: Elaborado pela autora, 2023.

Legenda: MLG — E. velutina; AMI — amido; DIOX — dioxido de silico coloidal; MAN — manitol; — LAC — lactose; EST — estearato de magnésio;

LAC —lactose; MAN — manitol; TAL — talco; CMC — carboximetilcelulose.
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O gréfico de scores (Figura 27A) para as misturas bindrias e substancias puras gerado
através da técnica de PCA pelos dados de TG, com PCI1xPC2 apresentou 89% e 5%
respectivamente de variancia explicada. Deste modo, foi capaz de identificar com maior
seguranca possiveis interagdes presentes nas misturas através da técnica de TG.

Os resultados referentes aos calculos de PCA (Figura 27A) evidenciou a formacgao de
agrupamentos, os quais estao relacionadas as misturas bindrias, ao extrato e ao excipiente. Em
termos de distancia, observou-se a formag¢do de um grupo com maior proximidade das misturas
com o extrato MLG em comparacdo com o adjuvante farmacéutico, indicando maior
representacdo do IFAV na decomposicao térmica das misturas analisadas, sugerindo interagao
positiva entre extrato-excipiente. Tal comportamento foram concordantes com o dendrograma

de HCA (Figura 27B).

Figura 27 — Andlise de componentes principais (A) e analise hierarquica (B) dos dados de TG
das misturas binarias do extrato MLG com os excipientes farmacéuticos.
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5.4.3 Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

A espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier foi empregada como
método complementar para contribuir na identificacdo de provaveis interagdes quimicas entre
as amostras estudadas. Os espectros de FTIR demonstraram todas as atribuigdes possiveis
referente aos grupos funcionais presentes no insumo farmacéutico ativo vegetal, nos excipientes
e em suas misturas binarias, e estdo dispostos nas figuras 28, 29 e 30.

O espectro de FTIR do extrato de MLG (Figura 28) evidenciou uma banda larga de
absor¢do no intervalo de frequéncia de 3800 a 3000 cm™!, sugestivo de grupos hidroxila, com
absor¢do méaxima em 3317 cm’'. Esses grupos funcionais sdo atribuidos tanto a presenca de
compostos fendlicos presentes no extrato como também a presenga de umidade e pelo fato de
se tratar de uma substancia com natureza amorfa e higroscopica. Na regido 3000 a 2850 cm™,
observou-se a presenga de uma banda de baixa intensidade com absor¢do maxima em 2935 cm”
! caracteristica de estiramento de ligagdes carbono-hidrogénio estando relacionada com
compostos organicos presentes no extrato. Na regido entre 1677 e 1531 cm™, observou-se a
presenca de um pico em 1636 cm™! sugestivo de estiramento de ligagdes C=O das carbonilas.
Proximo a essa regido verificou-se também a presenca de outras bandas observadas entre 1600
e 1475 cm™ estando possivelmente relacionada ao estiramento das ligagdes C=C de aromaticos.
Os picos na regidio entre 1450 e 1375 cm™! sdo atribuidos a dobramentos de ligagdes C-H, nesta
mesma regido entre 1300 e 1000 cm™ observou-se picos de estiramento de ligagdo C-O. As
bandas observadas entre 938 e 802 cm™! condiz com ligagdes C=C (PAVIA et al, 2010).

A presenga dessas ligagdes quimicas advém de uma diversidade de grupos funcionais
como, éter, ésteres, acidos carboxilicos presentes na estrutura quimica de alcaloides,
flavonoides, taninos, saponinas, antraquinonas entre outros fitocompostos existentes em E.
velutina (CARVALHO et al., 2009; TODOROKI et al., 2021).

A técnica de FTIR ¢ considerada como um método simples na identificagdo de
interagdes em combinacdo de IFA com excipiente farmacéutico. As provaveis interagdes
quimicas das amostras foram avaliadas considerando o aparecimento de novos picos além de
modificagdes nos intervalos de absor¢ao ¢ intensidade das bandas caracteristicas no extrato

(ALMEIDA et al., 2019; LILTORP et al., 2011).
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Figura 28 — Espectro FTIR do extrato rotoevaporado de E. velutina (MLG)
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Fonte: Elaborado pela autora, 2023.

O espectro da mistura bindria com amido de milho (Figura 29A) ndo evidenciou
variagdes visiveis no perfil referente ao extrato analisado. E possivel observar que as bandas
caracteristicas do IFAV as quais foram expressas no espectro, ndo sofreram modificacdes do
tipo sobreposi¢cdo ou surgimento de novas bandas, demonstrando que ndo ha evidencias de
interagdes quimicas entre os componentes da mistura.

No tocante a mistura MLG-CMC (Figura 29B) o espectro mostrou preservagao das
bandas de absorcao caracteristicas principais tanto do IFAV quanto do CMC, com sobreposi¢ao
de raros picos. Dessa forma, sugere-se que o extrato ndo interagiu quimicamente com esse
adjuvante farmacotécnico.

Em relacdo ao espectro referente a mistura com estearato de magnésio (Figura 29C)
pode-se observar que os picos caracteristicas do IFAV que constitui a mistura ndo sofreram
alteracdes aparentes. Perfil semelhante se repetiu para a mistura MLG-LAC (Figura 29D),
algumas bandas de baixa intensidade relacionadas ao extrato foram sobrepostas em

consequéncia de a faixa de absor¢ao espectral ser semelhante a do excipiente. Desta forma,
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mediante os espectros de FTIR da mistura nao foi evidenciado como uma interagdo quimica

entre os componentes. Somente a presenca de sobreposicao de bandas ndo sdo indicativos de

interacao quimica (CHAVES et al., 2013).

Figura 29 — Espectros FTIR referentes as misturas binarias do extrato MLG com excipientes
farmacéuticos: amido (A), carboximetilcelulose (B), estearato de magnésio (C) e lactose (D).
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Fonte: Elaborado pela autora, 2023.

O espectro referente a mistura MLG-DIOX (Figura 30A) demonstrou caracteristicas
condizentes de ambos os componentes. Entretanto, ocorreu diminui¢ao de bandas de absor¢ao
relacionadas ao extrato, isso pode ser explicado pela presenca de uma banda larga e de grande
intensidade em 1053 cm-1 que diz respeito a deformagao axial de ligacao do tipo Si— O — Si
dos grupos siloxanos referente ao insumo farmacéutico, possibilitando a sobreposicao das
outras bandas espectrais presentes na mistura (ALMEIDA, et al., 2019; LEDETI et al., 2017;
PINTO et al., 2010).

A mistura com manitol mostrou, no seu respectivo espectro (Figura 30B), preservacao

de bandas de absorcao caracteristicas do IFAV bem como do excipiente farmacéutico. Observa-
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se que algumas bandas do extrato estdo sobrepostas pelas bandas do excipiente, tendo em vista,
que as do manitol se mostram com maior intensidade em relagdo as do IFAV. Deste modo,
sugere-se que nao houve incompatibilidade entre o IFAV e o MAN.

Com relagdo a mistura MLG-TAL (Figura 30C) observou-se indicios de
compatibilidade quimica, o espectro obtido resultou em uma soma de bandas caracteristicas do
extrato ¢ do insumo farmacéutico analisados isoladamente. Destarte, ndo ocorreu nenhum
evento de incompatibilidade quimica entre os constituintes candidatos a formulagao.

O espectro de FTIR do extrato com a celulose microcristalina (Figura 30 D) apresentou
perfil semelhante aos descritos anteriormente, tendo em vista que foi possivel observar a
presenga de picos caracteristicos do IFAV, sem grandes deslocamentos ou auséncia de bandas.
Verifica-se algumas sobreposi¢des de bandas, no entanto o emprego desse excipiente na
formulacao ndo promovera prejuizos, indicando uma compatibilidade quimica entre ambos.

Perfil semelhante ¢ demonstrado pelo espectro referente a mistura de MLG-HPMC
(Figura 30E), no qual expressou a preservacdo das bandas do extrato bem como as do
excipiente, sem ocasionar grandes deslocamentos de cada evento. Tais caracteristicas apontam
para uma compatibilidade quimica entre o [IFAV e o HPMC.

Dessa forma, através dos espectros de FTIR referentes as misturas bindrias [FAV-
excipiente, ndo foi identificado nenhuma interacdo quimica sugerindo uma compatibilidade

entre os componentes analisados.
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Figura 30 — Espectros FTIR referentes as misturas binarias do extrato MLG com excipientes
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Fonte: Elaborado pela autora, 2023.

No gréfico de scores das misturas bindrias e dos componentes isolados gerados pela

técnica de PCA através dos dados de FTIR (Figura 31A), a variancia explicada PC1xPC2 foi

de 64% e 15%, respectivamente. Além disso, analisando as distancias entre os grupos formados,

observou-se que a maioria das misturas bindrias se localizaram préximo ao extrato e as

substancias puras. Tais resultados corroboram com os obtidos do FTIR, uma vez que através

dos espectros de absorc¢ao das misturas nao foi visualizado nenhuma interagdo quimica entre os

componentes candidatos a formulagao. Também foi possivel inferir que, os espectros resultaram
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numa soma dos perfis espectroscopicos do extrato e do excipiente, confirmado pela técnica de
PCA. Desse modo, sugere-se que houve indicios de compatibilidade entre o extrato e os
excipientes farmacéuticos.

Neste mesmo grafico além das amostras localizadas ao longo do eixo PC1 as quais
obtiveram similaridade com o extrato, percebeu-se também a presenga de grupos ao longo do
eixo PC2, demonstrando maior distancia do extrato em relacdo as misturas e proximidade com
os excipientes o que parece influéncia da interagdo extrato-excipiente. Isso corrobora com a
informacao apresentada no dendrograma de HCA correspondentes as mesmas misturas

analisadas, ilustrada na figura 31B.

Figura 31 — Anélise de componentes principais (A) e analise hierarquica (B) dos dados de
FTIR das misturas binarias do extrato MLG com os excipientes farmacéuticos.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2023.
Em resumo, a partir dos resultados obtidos nos estudos de compatibilidade com DTA,
TG e FTIR, os excipientes escolhidos para compor a formulagdo foram:

hidroxipropilmetilcelulose, lactose e estearato de magnésio.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Os estudos realizados possibilitaram alcangar uma matéria prima vegetal que respondeu
aos parametros de identificacdo da planta analisada (E. velutina) e aos critérios de qualidade
especificado para esse tipo de amostra (matriz complexa).

A triagem fitoquimica possibilitou a quantificagdo de varios compostos fenolicos:
polifendis totais, flavonoides e taninos presentes no extrato de E. velutina, sendo mais
pronunciado a presenca de polifendis totais, dos quais a quercetina foi quantificada e
determinada como marcador quimico da espécie em questao.

Os estudos de toxicidade demonstraram que o extrato apresenta baixo perfil de
toxicidade e que ndo causou nenhum 6bito dos animais, enquadrando a substancia na classe 5,
de acordo com a GSH, estimando-se que a DLso se encontra acima de 2000 mg Kg™.

Nos ensaios de ansiedade, o extrato de E. velutina mostrou potencial agao ansiolitica,
principalmente quando administrado na dose de 250 mg Kg'!, justificando seu uso pela
medicina popular.

Nos estudos de compatibilidade realizados através das técnicas de DTA, TG e FTIR em
combinagdo com as técnicas quimiométricas de analise de dados (HCA e PCA) demonstraram-
se complementar e apontam nao haver nenhuma incompatibilidade quimica entre a associagdo
IFAV-excipiente permitindo, dessa forma, a escolha de maneira consciente dos excipientes
farmacéuticos para integrar a formulagao final.

Através desses achados em nosso estudo, € possivel concluir que o extrato de E. velutina
agrega condicdes de continuidade das pesquisas direcionadas para a descoberta de um possivel

medicamento ansiolitico.
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ANEXO A - CERTIFICADO

GEuA

COMISSAT DC ENCA KD X0 DE SKivea

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada “DESENVOLVIMENTO DE UM MEDICAMENTO
FITOTERAPICO DE UBERACRO PROLONGADA UTILIZANDO EXTRATO DE
Erytrina velutina Willd. PARA O TRATAMENTO DE ANSIEDADE" registrada com o n®
024/2021, sob a responsabilidade da Profa. Dra. Ana Claudia Dantas de Medeiros, que
envolve 0 uso de camundongos Mus muscullus swiss, para fins de pesquisa cientifica,
encontra- se de acordo com 0s preceitos da Lei 11.794, de 08 de outubro de 2008, com
o decreto 6899 de 05 de julho de 2009, com as nomas editadas pelo Conselho
Nacional de Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi APROVADA pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual da Paraiba.

[Finalidade () Ensino ( X ) Pesquisa Cientifica

Vigéncia da autorizacao 0372022 a 09/2022

Espécie/linhagem/raca Camundongos Mus muscullus/ swiss

N° de animais 68 (sessenta e oito)

Idade/peso 06 a 08 semanas/ 25 a 359

Sexo fémeas (10) e machos (58)

Origem Centro de Bioterismo da UEPB
Informacéo ao pesquisador:

Lembramos que a pesquisadora responsavel devera encaminhar a CEUA-UEPB o
Relatério Final baseado na conclusdo do estudo e na incidéncia de publicacdes
decorrentes deste, de acordo com o disposto na Lei n°. 11.794 de 08/10/2008, e
Resolucdo Normativa n°. 01, de 09/07/2010 do Conselho Nacional de Controle de
Experimenta¢do Animal-CONCEA. O prazo para entrega do relatorio é de até 30 dias
apés o encerramento da pesquisa, previsto para conclusdao em 09/2022.

Campina Grande, 16 de marco de 2022.
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