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RESUMO

O género Erythrina L., pertencente a familia Fabaceae (Leguminosae), compreende cerca de 130
espécies distribuidas em diversos paises. Sao majoritariamente empregadas na recuperagdo de
arcas devastadas, ¢ de forma notavel, seu uso tradicional envolve controle de infecgdes,
tratamentos hepaticos, além da ampla utilizacdo como agente ansiolitico/tranquilizante. Nessa
conjuntura, encontra-se a espécie Erythrina velutina Willd. (mulungu), na qual possui dentre os
metabolitos produzidos, os alcaloides tetraciclicos (eritrinicos) de forma abrangente, que através
da estrutura policiclica, se destacam no ambito de pesquisa por intermédio das atividades
biolégicas identificadas essencialmente no sistema nervoso central (SNC). E notavel a ampla
variabilidade quimica presente em todo género, contudo verifica-se auséncia de registros oficiais,
o que condiciona a comercializacdo de espécies diferentes com a mesma nomenclatura. Neste
contexto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a variabilidade quimica de E. velutina
em diferentes locais de coleta e farmacdgenos, efetuando a otimizagao do método extrativo através
do delineamento experimental. Para desenvolvimento do estudo, foram coletadas amostras em
trés localidades distintas da Chapada Diamantina: municipio de Boninal, e distritos de Mulungu
e Barriguda. O material vegetal foi extraido, e o método foi desenvolvido por meio da
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a detector de diodos (CLAE/DAD) empregando
fase moével A composta de agua:trietilamina (99,9:0,1) ajustadaem pH 3,0 com acido
trifluoracético, e acetonitrila:trietilamina (99,9:0,1) como fase B em modo gradiente de eluigao.
O perfil analitico exibiu determinada congruéncia nos picos identificados em amostras de flores
nas arvores de estudo com intensidade elevada, exceto para a arvore de Mulungu. Contudo, as
amostras de cascas de caule demonstraram resultados promissores em termos de intensidade e
similaridade. Em seguida, a caracterizagao quimica por meio de GC-EM revelou dados acerca dos
marcadores quimicos presentes nos diferentes locais de coleta, nos quais, foram identificados
erisodina, eritrinina, erisotrina/isdmero dienoide, eritralina, erisotina, e especialmente erisovina
que foi detectada em todos os farmacogenos analisados. Por fim, o processo extrativo foi
otimizado através da estratégia Box-Behnken e o ponto 6timo gerado foi definido com 3,63 horas,
0,59mm de granulometria ¢ 126,06 propor¢do planta:solvente. Em suma, as metodologias
empregadas foram eficazes para identificar o perfil quimico dos alcaloides de E. velutina coletada
no estado da Bahia, reafirmando os dados etnobotanicos de utilizacdo de cascas de caule na
maioria dos tratamentos, como resultante do elevado quantitativo dos componentes investigados
e variabilidade quimica.

Palavras-chave: Erythrina velutina. Perfil quimico. Box-Behnken.



ABSTRACT

The genus Erythrina L., belonging to the family Fabaceae (Leguminosae), comprises about 130
species distributed in several countries. In short, theyare mostly employed in the recovery of

devastated areas, and notably, their traditional use involves infection control, liver treatments, in
addition to its wide use as an anxiolytic/tranquilizing agent. At this juncture, the species Erythrina
velutina willd. (mulungu) is found, in which it has among the metabolites produced, the tetracyclic
alkaloids (erythrin) in a comprehensive way, which through the polycyclic structure stand out in
the field of research through the biological activities identified essentially in the central nervous
system (CNS). The wide chemical variability present in the entire genus are remarkable, but there
is a lack of official records, which conditions the commercialization of different species with the
same nomenclature. In this context, the present work aimed to evaluate the chemical variability
in E. velutina in different collection sites and pharmacogens, optimizing the extractive method
through the experimental design. For the development of the study, samples were collected in
three different localities of Chapada Diamantina: municipalities of Boninal, Mulungu and the
district of Barriguda. The plant material was extracted, and the method was developed by high-
performance liquid chromatography coupled with a diode detector (HPLC/DAD). The mobile
phase was composed as water:triethylamine (99.9:0.1) adjusted at pH 3.0 with trifluoroacetic acid
(phase A), and acetonitrile:triethylamine (99.9:0.1) as phase B in gradient elution mode. The
analytical profile exhibited a certain congruence in the peaks identified in flower samples in the
study trees with high intensity, except for the Mulungu tree. However, the stem bark samples
showed promising results in the terms of intensity and similarity. Then, the chemical
characterization by GC-MS revealed data about the chemical markers present in the different
collection sites, in which erysodine, erythrinin, erysothrin/dienoid isomer, erythralin, erysothine,
and especially eysovine were identified, which was detected in all the pharmacogens analyzed.
Finally, the extractive process was optimized through the Box-Behnken strategy, and the optimal
point generated was defined with 3.63 hours, 0,59mm of particle size and 126.06 plant:solvent
ratio. In summary, the methodologies employed were effective to identify the chemical profile of
the E. velutina alkaloids collected in the state of Bahia, reaffirming the ethnobotanical data of the
use of stem bark in most treatments, as a result of the high quantify of the investigated components

and chemical variability.

Keywords: Erythrina velutina. Chemical profile. Box-Behnken.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Arvore Erythrina velutina Willd, municipio Barriguda- Chapada Diamantina........... 26
Figura 2. Erythrina velutina Willd. (Fabaceae). A. Folhas; B. Flor; C. Caule; D. Semente......27
Figura 3. 4'-O-metilsigmoidina..........cc.ooiiiiiiiiiiiieiee e e e 29
Figura 4. 2',4'-dihidroxi-6-prenil-7-etoxiisoflavanona ............co.cecevverieniniienienenienceceeeene 29
Figura 5. Estrutura geral dos alcaloides eritrinicos e suas subclassificagoes. .........c.cceeveeruennee. 31

Figura 6. Alcaloides eritrinicos isolados a partir de farmacégenos de E. velutina por meio da
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-EM). ........c.ccecvveviiiiiiieeinnens 35
Figura 7. Alcaloides eritrinicos isolados a partir de folhas e sementes de E. velutina através da
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de Mmassas. ........ccceveererieneenienersienieneeieseenee 36

Figura 8. Estrutura basica dos alcaloides eritrinicos e reagdes de fragmentagdo das subclasses

d1enO1de € AlCENOTAR. .......eiiiiiiiiieiie ettt ettt ettt 38
Figura 9. Modelo geral processos € SISTEIMAS. .......cc.eeruerierieerienierieeiesieenieeie st sie e 45
Figura 10. Localizagdo das arvores de esStudo. .........coccoieviiriiinieiiiniiinieinceccccseeeeeeee 51

Figura 11. Arvores de Erythrina velutina Willd. utilizadas no estudo de variabilidade quimica....
ettt ettt ettt ettt e a e bt et e eh e e eh e e bt e h e e eh e et e ea et eh e e bt eh et eh e et e e a b e eh e e bt ea e e eh e e bt e abeeh e e bt ea b e ehtenbe et e ehtenbeentes 56
Figura 12. Cromatograma do teste inicial realizado com concentragdo Fase A: Agua:Acido

Trifluoroacético (99,94:0,06 v/v) e Fase B: Acetonitrila:Acido Trifluoroacético (99,94:0,06 v/v).

Figura 13. Cromatograma do teste final realizado com concentragdo Fase A: Agua:Trietilamina
(99,94:0,1 v/v) com ajuste de pH 3,0 utilizando Acido Trifluoroacético e Fase B:
Acetonitrila: Trietilamina (99,94:0,1 V/V). c.uoeiriiiieie ettt evee e e s 61
Figura 14. Perfil cromatografico exibido a 230nm dos diferentes farmacogenos coletados na
arvore de Boninal (E1). ..occ.oiioiiiiie ettt e en 64
Figura 15. Perfil cromatografico exibido a 230nm do extrato das cascas de caule de E. velutina,
coletadas €m BOnInal.. .......cooiiiiiiiii e 65
Figura 16. Perfil cromatografico exibido a 230nm do extrato das cascas de raiz de E. velutina,

COLetadas €M BOMNINAL........coiiieiiieeee e e e e e e et e e e e e e e e e e e e aaaeaeanaaa 66

Figura 17. Perfil cromatogréfico exibido a 230nm do extrato das flores de E. velutina, coletadas
€M BONINAL ..ottt ettt 67
Figura 18. Perfil cromatografico exibido a 230nm do extrato das flores de E. velutina, coletadas

EIM IMIUTUNZUL ..ottt ettt ettt e et e e sateesbe e teeenbeenseessseenseesabaenseesnseensaennsaans 68



Figura 19. Perfil cromatografico exibido a 230nm do extrato de E. velutina, coletadas em
B2y 01 TSRS 70
Figura 20. Perfil cromatografico exibido a 230nm do extrato das flores de E. velutina coletadas
[N 571wy Py e - S PSPUSRR 71
Figura 21. Perfil cromatografico exibido a 230nm do extrato das folhas de E. velutina. A. Coleta
realizada em Boninal- 23/09/2019; B. Coleta realizada em Mulungu- 21/04/2019; C. Coleta
realizada em Barriguda- 14/11/2020. ....c.oooiiiiiieeiieieee ettt 73
Figura 22. Perfil cromatografico exibido a 230nm do extrato das flores de E. velutina, coletadas
em Boninal em 10/2019. A. Coleta realizada em Boninal; B. Coleta realizada em Mulungu; C.
Coleta realizada em Barriguda-.............coeeiiiiiiieiiiiiieie ettt ettt 75
Figura 23. Perfil cromatografico exibido a 230nm do extrato das cascas de caule de E. velutina,

coletadas em 11/2020. A. Coletas realizadas em Boninal; B. Coletas realizadas em Barriguda-

Figura 25. Mecanismo de fragmentagdo via RDA apresentado para os isOmeros
ETISOINA/CTISOSALVING. ..eutiiiiiiiieiiieie ettt ettt ettt ettt e bt et e bt e sbeebesaeesbeenees 82
Figura 26. Mecanismo de fragmentacdo via Segmentacdo o apresentado para os isOmeros
ETISOINA/CTISOSALVING. ..eutiiiiiiiieiiieie ettt ettt ettt ettt et et st sb et e st e sbeebesaeenbeenees 83

Figura 27. Cromatograma obtido através da injecao de amostras de flores da arvore de Boninal.

Figura 28. Perfil de fragmentacdo da erisodina/erisovina obtido através da andlise GC-EM.....85

Figura 29. Mecanismo de fragmentagdo via RDA apresentado para os isOmeros

ETISOAINA/ETISOVINA: «..eeuvieuieiieiieteritet ettt ettt ettt et e she et e et e s bt et e eate s bt e bt saeesbeenbeeatenbeenbesaeenbeenees 85
Figura 30. Perfil de fragmentagdo da eritrinina obtido através da andlise GC-EM..................... 86
Figura 31. Perfil de fragmentacdo da eritralina obtido através da andlise GC-EM. .................... 86

Figura 32. Perfil de fragmentagdo da erisotrina/isdmero Dienoide obtido através da analise GC-
BV ettt b et h bttt h e bttt e h b et e ae e b e ate b enee 87
Figura 33. Mecanismo de fragmentagdo via Clivagem a-alilica apresentado para os alcaloides
dienoides identificados €M E. VEIULING. .........cc.oovuiiiuiiiiiiiiiiii ettt 88
Figura 34. Perfil cromatografico de E. velutina obtido através de GC-EM dos diferentes
farmacogenos coletados na arvore de Barriguda (E3).......ccoooiieiiiiiiiieeeeeeeeeeee e 90
Figura 35. Perfil cromatografico de E. velutina obtido através de GC-EM dos diferentes

farmacogenos coletados na arvore de Mulungu (E2)... ...c.ooooiiieiiiiiniieeieeeeeee e 93



Figura 36. Perfil cromatografico de E. velutina obtido através de GC-EM dos diferentes
farmacogenos coletados na arvore de Boninal (E1)- .........ccocoviiiiiiiiiiiiciicececeeeeeee e, 96
Figura 37. Perfil cromatografico obtido a 230nm de Erythrina velutina. Flores coletadas em
NOVEMDBIO A€ 2019.. ..ottt st et 100
Figura 38. Perfil cromatografico das flores de Erythrina velutina obtido a 230nm com extragdes
M dIETENTES SOIVEINTES. ... .iiitiiiiiiiie ettt ettt et et et 101
Figura 39. Perfil cromatografico das flores de Erythrina velutina obtido a 230nm em diferentes
fOrMAS A€ EXITAGOES ..c.uvveeieriieeiiie et et e ettt e ettt e et e et e e e taeeeteeeeaaaeesaseeeesseeesseeeaseessseesnsaeeenseeas 103
Figura 40. Graficos com dados de 4rea dos picos majoritarios identificados nos experimentos
PIEIIMINATES: ...evieiieiiiietieeie ettt et te ettt e e st e bt e e be et eeeebeesbeeesseeseessseenseassseenseessseenseessseenseennseans 104
Figura 41. Graficos de superficie de resposta exibindo as varidveis tempo (Xi), propor¢ao
Planta:Solvente (X2) e tamanho de particula (Xs) para determinacdo de teor de alcaloides em E.
VEIULITIA. ..ottt ettt e e e et e e st e e st e e s saaeeesbee e sseeeassaeesseeessseeenssaeensseesnsseennseeennses 108
Figura 42. Cromatogramas obtidos em comprimento de onda 230nm, através dos experimentos
similares realizados em dias alternados . ..........cocceeieriiiiiniiniie e 109
Figura 43. Cromatogramas obtidos em comprimento de onda 230nm, através dos experimentos
com 5 horas de maceragdo e proporcao planta:solvente em 1:60...........ccceevvieriieiiienieeiiieninnne. 110
Figura 44. Cromatogramas obtidos em comprimento de onda 230nm, através dos experimentos
com 5 horas de maceragdo e proporcao planta:solvente em 1:20 ........ccccevviieiiiiiiiinieniiieienne, 111
Figura 45. Cromatogramas obtidos em comprimento de onda 230nm, através dos experimentos
com 8 horas de maceragdo e proporcao planta:solvente em 1:40..........cccceeveieniiiiieniieeiiienene, 111
Figura 46. Cromatogramas obtidos em comprimento de onda 230nm, através dos experimentos
com 8 horas de maceragdo e tamanho de particula entre 0,59-0,75mm. .........ccccceevrrverrreennneen. 113
Figura 47. Cromatogramas obtidos em comprimento de onda 230nm, através dos experimentos
com 2 horas de maceragdo e proporcao planta:solvente em 1:40.........cccceeeveviierciieniieenieeenen. 114
Figura 48. Cromatogramas obtidos em comprimento de onda 230nm, através dos experimentos

com 2 horas de maceragdo e tamanho de particula entre 0,59-0,75mm. ..........ccceevrrverrrrennnnn. 115



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Alcaloides eritrinicos isolados em E. Veluting. ...............ccouueeeuuiiiieiiiiiiieiiiiaeeeenns 32
Tabela 2. Alcaloides eritrinicos isolados em todo o género da classe Diendide com suas
TESPECtIVAS TTAZMENTAGOES. ...veeeerieeiiieeiieeeiieeeteeeeteeesereeestaeeetaeeeteeesssaeessseeessseeesseeessseessseesssees 39

Tabela 3. Alcaloides eritrinicos isolados em todo género da classe Alcendide com suas

1ESPECtIVAS TTAZMENTAGOES. ...veeevrieeiiieeiieeeieeeeteeeeteeestreeesereeeteeeeteeesssaeessseeessseeesseeessseesseeessees 40
Tabela 4. Descri¢ao das coordenadas geograficas dos locais de coleta. .........cccceeveeeiienieeneenen. 50
Tabela 5. Coletas realizadas com resSpectivas datas..........cceevueeriieriieeiienieeienieeee e 50

Tabela 6. Composi¢do das Fases A/B durante o desenvolvimento da metodologia CLAE/DAD..

...................................................................................................................................................... 52
Tabela 7. Gradiente de eluicao das fases A € B-......oooviiioiiiieieeeee e 53
Tabela 8. Varidveis envolvidas no delineamento experimental. .............ccoeeveeevierieiiiienieeieennen. 54
Tabela 9. Rendimentos em mg dos extratos obtidos em cada farmacdgeno coletado................. 59
Tabela 10. Alcaloides eritrinicos isolados através das arvores de estudo. .........cccceeeveerveenennee. 80

Tabela 11. Alcaloides eritrinicos identificados na arvore de Barriguda através de GC-EM....... 89

Tabela 12. Alcaloides eritrinicos identificados na arvore de Mulungu através de GC-EM. ....... 92
Tabela 13. Alcaloides eritrinicos identificados na arvore de Boninal através de GC-EM. ......... 95
Tabela 14. Experimento fatorial Box-Behnken gerado a partir do software Minitab®............. 105
Tabela 15. Andlise de variancia (modelo de superficie de resposta)..........ccceeveeevvierveeciiennnenne. 106

Tabela 16. Area total de alcaloides (experimental) versus area total de alcaloides (predita)....107



Acetil-CoA

ALCB

GC-EM

CLAE

CLAE/DAD

DAD

FDA

FEAs

GABAA

HIV-1

LTE

LAPEMM

nAChRs

OMS

PNPIC

RDA

RENAME

RENISUS

RMN

ROS

TR

SisGen

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Acetil coenzima A

Herbario Alexandre Leal Costa

Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas

Cromatografia liquida de alta eficiéncia

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a detector de diodos

Diodos
Food and Drug Administration
Fracdes enriquecidas em alcaloides

Receptor do acido gama-aminobutirico (subtipo A)

Virus da Imunodeficiéncia Humana, tipo 1
Labirinto em T elevado

Laboratério de pesquisa em Matéria Médica
Receptores nicotinicos de acetilcolina
Organizacdo Mundial da Saude

Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares
Retro Diels-Alder

Registro Nacional de Medicamentos

Relacao Nacional de plantas de interesse do SUS
Espectroscopia por ressonancia magnética nuclear
Espécies reativas de oxigénio

Tempo de retengdo

Sistema Nacional de Gestao do Patrimonio Genético e do Conhecimento

Tradicional Associado



SNC

SUS

TEA

TFA

TNF

UV

Sistema nervoso central
Sistema Unico de Satde
Trietilamina

Acido Trifluoracético
Fator de necrose tumoral

Ultravioleta



SUMARIO

o INTRODUGCAQ ...ouurnitncnrncinsisnsisnssssnsssssisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 16
. FUNDAMENTACAO TEORICA ....cuuvuinerncssnscssssasssssssssssssssssssssssssssssss 21
2.1.Planta Medicinais no Brasil e Farmacovigilancia...........ccccceccveevciveencieeennenns 22
2.2. O GENCTO EFVIATIAA. c...ececceveeeieeeeieeeie et eeeeeeeeesaaeeaeeeaaeeeaveesnaeaesnneees 23
2.3. Erythrina veluting Willd..............coooieiiiiiiiiiiiiieeiee e 25
2.3.1 Distribuicao € Morfologia.........cccueeriiiiiieriieiierieeieeiee e 25
2.3.2 SubStANCIAS DIOATIVAS. ..c..eeiieniieiieniieieeiiesitee ettt 28
2.3.3 FarmacOlO@Ia.......cceeevieeeiuiieeiiieeiieeeiteeeiteeetee e e e e e e e e e enaeesnnaeeeaneees 41
2.3.4 Delineamento experimental e Otimizacdo de método extrativo em
AICALOTACS. ... e 45

o OBJETIVOS .ucuiiiiiinnicnnnecssissssssnsssissssssessssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssans 47
3.1 ODBJEUVO GEIAL ...vvivieiiiiicie ettt ettt ettt ettt e te e tbe s reesteeebbeerbesssanenas 48
3.2 ODbJetivo ESPECITICO voovviiiieiieiieiieciiectectee ettt ettt eabeee b 48
MATERIAIS E METODOS ...cuuiuincincssessssssssasssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 49

O B 0] (<1 - OO OSSOSO SP U OUUTURRPRRPRON 50
4.2. Preparagao dos extratos com Fracao enriquecida em Alcaloides................ 52
4.3. Analise quimica das Fragdes enriquecidas em Alcaloides.............c..c......... 52
4.4. Otimizagao do MEtOAO EXIIraAtiVO......cccuuieeireeeiieeeiieeeiee et e e 54

. RESULTADOS E DISCUSSAQ ...cucuuumiriniascssessssssssssssssssssssssssssssssssssss 55
5.1. Processo de separagdo e identificagdo das amostras.........cc.ceeeeeeervercrnennen. 57
5.2. Processo extrativo (STASS OTTO)....cuveoiieeiieeieeee e 58
5.3. Desenvolvimento de metodologia para analise quimica através de
CLAE/DAD das fragdes enriquecidas em alcaloides...........ccceceevveeiiennnnnne. 59

5.4. Avaliacdo da Variabilidade QUImICa.........c...ccouveeeviieeiiieeeiie e 62
5.4.1 Perfil quimico arvore do municipio de Boninal (Identificagdao E1)........... 62
5.4.2 Perfil quimico arvore do distrito de Mulungu (Identificacdo E2).............. 67
5.4.3 Perfil quimico arvore do distrito de Barriguda (Identificacao E3)............. 69

5.4.4 \Variabilidade entre amostras de Folhas (Boninal, Mulungu e
Barriguda).......cc.oeeeiiieeee e 71
5.4.5 Variabilidade entre amostras de Flores (Boninal, Mulungu e

Barriguda).......cooueeiiiiiie e 74



5.4.6 Variabilidade entre amostras de cascas de Caule (Boninal e

Barriguda).....c..ooieiiiiiiee e 76

5.5 Identificac¢ao de alcaloides eritrinicos das FEAs através de GC-EM................. 79
5.5.1 Caracterizagdo quimica dos alcaloides identificados nos diferentes
farmacogenos da arvore de Barriguda............coocveeieiiiieiiiiceeee e 89
5.5.2 Caracterizagdo quimica dos alcaloides identificados nos diferentes
farmacdogenos da arvore de MUulunguU...........cccoeeviiieiiiiiciiie e 91

5.5.3 Caracterizagdo quimica dos alcaloides identificados nos diferentes

farmacogenos da arvore de Boninal...........c.ccoviiiiiiiiiiiiii e 94
5.6 Delineamento experimental e otimizagao de método
1 0 19 4« OO PP P PRSI 99
5.6.1 Mesmo experimento em dias
AIEEINAAOS. ...ttt 109
5.6.2 Experimentos com 5 horas de
TNACECTAGAO. ..eeeeeeeieeerrrrrerereeeeeaaeittrraeseaeeeaaaassesreseaaaaeaaaasssssssssaeesesasssssssseesaesesassssssnenes 110
5.6.3 Experimentos com 8 horas de
TNACETAGAO. ..eeeeieeieeurrrrrerereeeeeeaaiiutereeaeaeeeaaaassesseseaaaeesaaasssssssssseseesassssssseaseesseasssssesenes 111
5.6.4 Experimentos com 2 horas de
TNACETAGAO. ..eeeeeeeieeerrrrreeereeeeeeaaittrraeeeaeeeaaaassesseseaaeeeaaaasssssssssaeeessassssssssesssesasasssssesenes 113
6. CONCLUSOES 117

REFERENCIAS .eveeeeeeeveveneesesesesensasssssssssssssssssssssnssssssssssssssssssssssssssssssssssssnssssssass 119



16

1. INTRODUCAO



17

Desde os primoérdios da civilizagdo a utilizacdo de plantas medicinais tem sido uma
pratica extremamente difundida. Tal aplicabilidade foi constituida mediante a necessidade de
manuten¢do da satde, sendo integralizada através dos conhecimentos de muitas geragoes.
(BORCARD et al., 2015; MATOS et al., 2020, PEDROSO, 2021; PATRICIO et al., 2022). Ao
longo do tempo muitas comunidades ja utilizavam seu amplo campo etnobotanico para
obtenc¢ao de matérias-primas vegetais a fim de tratar inimeras doengas, atentando-se ao cultivo
sustentavel da regido. Inicialmente, as plantas eram utilizadas em sua forma integral, frescas ou
secas ¢ moidas. Posteriormente, evoluiram para produtos fitoterapicos tradicionais e
medicamentos fitoterdpicos Hoje, considera-se a fitoterapia uma das principais areas
terapéuticas da medicina complementar mundial. Embora a pratica do uso de plantas medicinais
tenha sido sistematizada por muitos anos devido a grande influéncia cultural indigena, africana,
asiatica e europeia, a Organizacdo Mundial da Satde (OMS) oficializou essa pratica em 1978
(CARDOSO et al., 2019; HARAGUCHI et al., 2020; MAGALHAES et al., 2021).

No processo de descoberta de produtos naturais, além de utilizar a matéria-prima vegetal
em sua totalidade, o isolamento de moléculas deste complexo fitoquimico pode ser direcionado
para a andlise de novas acdes terapéuticas ou para a criacdo de prototipos que auxiliardo no
desenvolvimento de novos farmacos. A indGstria farmacéutica ja produziu muitos
medicamentos convencionais a partir de moléculas isoladas de plantas ou outros organismos
vivos (PEDROSO, 2021).

O territorio brasileiro possui um vasto campo de pesquisa, € com isso, surge a
necessidade de elucidagdo exata de espécies botanicas e o dominio dos usos tradicionais para
que posteriormente sejam estudadas a composi¢do do extrato bruto e andlise quimica das
espécies. O uso de fitoterapia e plantas medicinais é regulamentado pela Politica Nacional de
Préaticas Integrativas e Complementares (PNPIC) e pela Politica Nacional de Plantas Medicinais
e Fitoterapicos. A partir disso, alguns programas brasileiros se apresentaram de forma efetiva
nesse processo de ampliagdo. Um exemplo ativo ocorre na implementacdo do programa
Farmacia Viva, no qual foi institucionalizado para preparo, prescricdo e dispensagdo de
fitoterapicos, além da orientagdo do uso correto de plantas na rede publica de saude
(HEINRICH, 2014; PATRICIO et al., 2022).

Analisando a legislagao brasileira, verificam-se conceitos distintos acerca dos produtos
tradicionais fitoterdpicos e medicamentos fitoterapicos. Considera-se produto tradicional
fitoterapico aquele obtido exclusivamente com matéria-prima vegetal ativa, sendo distinguido
por sua eficacia baseada em dados cientificos de uso seguro e efetivo por no minimo 30 anos.

Em compensacao, os medicamentos fitoterapicos além de serem obtidos nas mesmas condigdes,
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possuem a eficicia e seguranca associadas a identificagdo de marcadores quimicos e
necessidade de testes pré-clinicos e clinicos. Ressalta-se a notoriedade da qualidade assegurada
dos fitoterapicos associada a apresentagao do quantitativo dos componentes quimicos com suas
respectivas fungdes na férmula, e de forma complementar, todos os certificados analiticos de
matérias-primas e produtos acabados devem ser difundidos com metodologias, resultados e
especificagdes. Os relatérios de seguranca e efetividade tem por obrigatoriedade a utilizagdo do
mesmo derivado vegetal, contendo a prescri¢do teraputica e posologia para aprovagao
preliminar e conclusao do registro em territorio nacional (BRASIL, 2014).

Dentre as inumeras espécies de plantas utilizadas para fins medicinais, 83 estavam
inseridas na Farmacopeia Brasileira até o ano de 2019. Todavia, um estado de alerta precisa ser
monitorado nesse cenario de utilizagdo, pois alguns individuos utilizam de forma
indiscriminada, sem avaliacdo dos potenciais riscos que sdo gerados mediante os graus de
toxicidade envolvidos. O senso comum reforca a ideia de que podem ser amplamente Uteis no
tratamento de diversas desordens clinicas. Tudo isso reitera a importancia da identificacao
correta das espécies, ¢ disseminagdo de informagdes mais profundas a populagao (BRASIL,
2018c; BRASIL, 2019; MATOS et al., 2020).

Assim, quanto maior forem os registros, maiores serdo as estratégias para controle do
uso e expansao da fitoterapia baseada no uso racional, sendo assim, varios documentos oficiais
jé& foram publicados. Muitas espécies de plantas ainda necessitam de sucessivos estudos para
geragao de dados conclusivos referentes ao desempenho farmacologico. A relagao Nacional de
plantas de interesse do SUS (RENISUS) evidenciou uma lista com 71 espécies vegetais que
apresentam potencial para gerar produtos a serem utilizados nos servicos de satide, mantendo a
énfase na orientag@o de pesquisas acerca dos fitoterapicos acessiveis para uso. Em consequéncia
do amplo uso tradicional, uma das espécies de Erythrina (Erythrina mulungu Mart.) esteve
inclusa nessa lista, despertando interesse em uma posterior aplicagdo na pratica de prescrigao
do SUS (BRASIL, 2009; OLIVEIRA, 2018; DA SILVA, 2020).

O género Erythrina L. da familia Leguminosae (Fabaceae) estd presente em diversas
regides tropicais e subtropicais. Sua ocorréncia ¢ vista em todo territério brasileiro, com
excecao de Roraima, sendo encontrada significativamente nos estados da Bahia, Rio de Janeiro
e Sao Paulo (na floresta pluvial). Na Bahia estdo distribuidas geograficamente as espécies E.
velutina, E. verna, E. fusca e E. speciosa. (GILBERT, 2012; MARTINS, 2014; SCHLEIER,
2016; FERREIRA, 2020; MARTINS, 2024).

Erythrina velutina Willd. usualmente conhecida por mulungu, pau-de-coral, sanadui ou

suind, ¢ uma arvore com aproximadamente 15 metros de altura, possui folhas de até 12 cm de
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comprimento, e suas flores apresentam coloragdo alaranjada/avermelhada. Nota-se a
capacidade de fixar nitrogénio em decorréncia da associacdo com bactérias, sendo liberado em
seguida através da decomposigao das folhas. Associado a isso, verifica-se elevada resisténcia a
seca, o que influencia em sua aplicacdo na recuperagdo de areas devastadas (CARVALHO,
2009; GILBERT, 2012; OLIVEIRA, 2016; CARMO, 2019). Verifica-se, com base nos ultimos
dados da literatura, que metabolitos como alcaloides, flavonoides e terpenos sdo produzidos em
plantas desse género. Entretanto, a presenca dos alcaloides tetraciclicos, denominados
eritrinicos, vem incentivando a pesquisa de diversas espécies de Erythrina, constituindo o
principal marcador fitoquimico presente no género (MERLUGO, 2015; PALUMBO, 2016;
RAMOS, 2020).

Cabe destacar que ndo existem registros oficiais de espécies de Erythrina como
medicamento fitoterapico, desde que ndo esteja associada a espécies de outros géneros
botanicos. Existem registros de fitoterapicos com algumas espécies deste género inclusas, como
por exemplo, Flor da Noite Composta® (Dorstenia arifolia lam., Cereus jamacaru dc.,
Erythrina velutina willd., Himatanthus lancifolius (mull.arg.) woodson), ¢ Maracujina®
(Passiflora alata Curtis, Erythrina velutina willd. e Crataegus rhipidophylla Gand). Por muitas
vezes, a identificacdo ¢ efetuada de forma incorreta o que ocasiona inconsisténcia quanto a
utilizagdo medicinal devido a auséncia de informagdes que atestem o uso correto de cada
espécie (MARTINS, 2014). Observa-se, que algumas espécies sdo comercializadas com o nome
popular de mulungu mesmo possuindo composi¢do quimica distinta. Tal fato, reitera
importancia da avaliacdo de variabilidade quimica dos alcaloides como marcadores da espécie.

E necessario portanto fundamentar os constituintes quimicos em E. velutina,
especialmente os alcaloides tetraciclicos, ja que o uso popular ¢ evidenciado em muitas
localidades da regido nordeste. Logo, a identificacdo da variabilidade quimica destes
metabolitos aprimora a caracterizagdo dos marcadores da espécie, avaliando
concomitantemente com as interacdes no meio ambiente. Para tal fim, ¢ possivel utilizar
diversas técnicas analiticas para identificacdo e quantificagdo dos metabolitos, além da
descoberta de novos compostos.

A partir de dados anteriores, verifica-se diversos trabalhos de caracterizacdo quimica
utilizando sementes de E. velutina por intermédio das analises de cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas (GC-EM). Até o presente momento, ndo existem dados
publicados acerca da variabilidade quimica desses metabolitos em diferentes matrizes de estudo
(folhas, raizes e flores), especialmente empregando cromatografia liquida de alta eficiéncia

(CLAE). Outro pardmetro importante nessa conjuntura ¢ que trabalhos anteriores ndo citam
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coletas realizadas no estado da Bahia para a referida espécie. Neste sentido, torna-se relevante
desenvolver um método analitico por CLAE/DAD para controle de qualidade, bem como

analisar e estabelecer um perfil quimico para os farmacogenos de E.velutina coletados no estado
da Bahia.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA
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2.1. Plantas Medicinais no Brasil e Farmacovigilancia

Existem vantagens associadas ao uso de plantas medicinais devido a vasta
biodiversidade no Brasil, especialmente na regido nordeste. Por meio do ecossistema
heterogéneo que ocupa 826.411 km? de extensao, a regido Nordeste possui na maior parte de
sua dimensdo um clima semidrido (seco e quente), com vegetagao xeréfila, fornecendo uma
rica fonte de compostos bioativos com potencial para pesquisa (NUNES et al, 2016). O estado
da Bahia possui biomas caracteristicos da Caatinga, Cerrado e Mata Atlantica, ocupando cerca
de 37,7% porcento da regido nordeste. Neste contexto, observa-se na mesorregido oeste do
Estado, a Chapada Diamantina com area de 41.994km? (Latitudes 11°36' e 13°56’°S; Longitudes
de 40°40' e 43°56’W; Altitudes 400 - 2.000m), caracterizada por de um bioma diferenciado,
com solos de fertilidade relativa (DA SILVA, 2000, MOURA, 2007; DE ALCANTARA
SANTOS, 2022).

A presencga assidua da diversidade bioldgica de plantas medicinais por metro quadrado

na regido da mata atlantica ja foi objeto de estudo para disseminacdo de informagdes essenciais
na educacao em saude, além de fomentar acdes de preservacao florestal. Outro indicativo € a
consolidagdo das politicas nacionais de uso dos produtos naturais no eixo do Sistema Unico de
Saade (SUS) (TRIBOS, 2015; BRASIL, 2016).
Dentro dessa perspectiva, avaliam-se quatro iniciativas governamentais formuladas para este
processo de consolidagdo. Primeiramente, a Politica Nacional de Plantas Medicinais e
Fitoterapia instituida em 2006, lancada para aprimorar a pesquisa e valorizagdo dos amplos
conhecimentos tradicionais utilizados. Este, juntamente com o Programa Nacional de Plantas
medicinais e Fitoterapicos de 2008, constituem diretrizes para garantia do acesso seguro, além
da promocao do uso racional de forma sustentdvel. Posteriormente, a presenca de algumas
plantas no Relacao Nacional de Medicamentos (RENAME), e a lista de 71 espécies publicada
pela Relacdo Nacional de Plantas de Interesse do SUS (RENISUS) aperfeicoaram as
informacdes técnico-cientificas visando o registro oficial, além da disseminagdo de uso como
medicamentos (BRASIL, 2006; BRASIL, 2009; BRASIL, 2016; CARDOSO, 2019).

Essas iniciativas elevaram a utilizacao de plantas medicinais como artificio relevante na
saude publica, principalmente devido a observa¢do de minimos efeitos colaterais durante a
utilizagdo, quando comparados aos medicamentos de origem sintética, dentro da
empregabilidade correta. Na maior parte dos casos, a auséncia de indicio dos efeitos adversos
dentro dessa circunstancia nao caracteriza o potencial a ser causado durante a empregabilidade
destes medicamentos no cotidiano. Porém, atualmente vem ganhando destaque na atencao

primaria a saide em paises subdesenvolvidos e elevada disseminacdo como medicina
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alternativa nos paises desenvolvidos. Diante da vasta disseminagdo de uso, ¢ imprescindivel
atentar-se aos critérios de eficdcia e seguranca que consequentemente estdo relacionados com
dados confidveis acerca da identificagdo correta da espécie, além da compreensao sobre formas
corretas de utilizacao e dosagem apropriada. Esses dados sao fundamentados em paralelo com
os estudos de etnobotanica (MOREIRA, 2014; COLET, 2015; LEITE, 2019).

Uma vez estabelecida a eficiéncia terapéutica, ¢ importante fundamentar os estudos
toxicoldgicos, ja que efeitos adversos podem suceder em decorréncia do uso isolado, cronico
ou até mesmo resultante da associagdo com outras drogas, sejam elas sintéticas ou de origem
natural. Impurezas toxicas podem estar presentes na composi¢do quimica da planta ou podem
ser oriundas do processo de obtencdo dos fitoterapicos, e como resultado a doses excessivas
sem precaucao, efeitos toxicos no metabolismo humano podem ser revelados (DE MOURA,
2020; SOARES, 2021; PEDROSO, 2021).

Desse modo, todos os conhecimentos cientificos acerca da farmacologia e toxicologia
envolvendo plantas medicinais compdem o alicerce dos programas de farmacovigilancia
instituidos em cada regido com o objetivo de advertir acerca dos possiveis riscos, além de
difundir informacdes fidedignas aos profissionais de satde envolvidos. As medidas de
seguranga envolvidas no programa de Uso racional de medicamentos também precisam estar
evidenciadas no uso racional de plantas medicinais. Em conformidade a isso, todas as instru¢des
de uso precisam estar padronizadas, pautadas em seguranca, eficacia e qualidade do produto

(RATES, 2001; CASTRO, 2017).

2.2. O Género Erythrina

Com distribui¢do nas regides tropicais e subtropicais do mundo, o género Erythrina
compreende cerca de 130 espécies cultivadas em diversos paises. Pertencente a familia
Fabaceae (Leguminosae), sdo consideradas arbustivas e at¢é mesmo herbaceas, sendo
majoritariamente utilizadas para fins ornamentais, além de sua aplicabilidade na melhoria
dos solos. Derivado do termo grego “erythros”, o nome Erythrina esta associado a coloragdo
avermelhada comum na maioria das flores do género. Entretanto, em algumas espécies
isoladas, observam-se também flores amareladas e alaranjadas. Seguindo a correlagdo com
a cor das flores, o género ¢ descrito em muitas regides como “arvore de coral” (KUMAR,

2010; FAHMY, 2018; FAHMY, 2020; KHURAIJAM, 2021, MARTINS, 2024).
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Sdo reconhecidas através dos caules usualmente espinhosos, e pela coloracdo das
flores anteriormente mencionada, que além disso, se apresentam de forma atrativa em
decorréncia do tamanho, forma e cor diferenciada. As folhas de tamanho avantajado ao
completar seu ciclo dao espago ao surgimento das inflorescéncias aglomeradas que sao
polinizadas por passaros (ADEMA, 1996; MARTINS, 2018; KHURAIJAM, 2021).

O uso tradicional dessas plantas ¢ diversificado, abrangendo o tratamento de varias
disfungdes. Sdo majoritariamente utilizadas como agentes tranquilizantes ou ansioliticos,
através da infusao das folhas. Além disso, na Indonésia, a decocg¢ao do caule ¢ empregada
no tratamento da maldaria. Distintos usos farmacoldgicos estdo associados ao género, desde
o controle de infecgdes e inflamacdes gerais ou até mesmo em tratamentos coadjuvantes em
problemas oculares e disturbios hepaticos. Apesar dessa ampla gama de aplicacao, € notavel
também sua finalidade nas desordens do sistema nervoso central. Em referéncia a esse dado,
em 2012 a atividade anticolinesterasica foi avaliada por Santos et al., através do extrato
aquoso das folhas da espécie E. velutina, em ensaios in vivo com utilizacdo de camundongos
em experimentos dose dependente (TANAKA, 2010; SANTOS, 2012; TJAHJANDARIE,
2014; DE OLIVEIRA, 2014, FAHMY, 2018;).

E notéria a relevancia de estudos envolvendo receptores nicotinicos de acetilcolina
(nAChRs), visto que, esse alvo popular tem abrangéncia em doengas como esquizofrenia,
depressdo, Parkinson e Alzheimer. A partir do género Erythrina, foram isolados dois
compostos promissores: a erisodina e a dihidro-f-eritroidina. Ambos sdo considerados
antagonistas competitivos de nAChR. Ambas as pesquisas utilizaram Erythrina velutina
como espécie de estudo. Esses estudos reforcam a aplicabilidade do género na atividade
anticonvulsivante, associado ao uso no tratamento da epilepsia. Desde 1930 extratos
provenientes de sementes eram utilizados na busca por essas respostas (LLOYD, 2000;
SANTOS, 2012).

Em outro panorama de investiga¢ao, sementes da espécie Erythrina abyssinica Lam.
foram utilizadas para avaliacdo da atividade anti-HIV-1, exibindo resultados surpreendentes
na reducdo da variabilidade de células MT-4 infectadas e protecdo de 50% contra a
citopatogenicidade induzida por HIV-1 (FAHMY, 2020).

No que concerne aos metabdlitos secundarios em Erythrina sp., estudos anteriores ja
haviam destacado a presenca de cumarinas, triterpendides, acidos graxos, saponinas,
fitoesterois, e sobretudo, a presenga dominante de flavonoides e alcaloides. Ao efetuar uma

analise geral da composic¢ao quimica do género, observou-se que a maioria dos compostos
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fendlicos com padrao estrutural simples eram isolados através de farmacdgenos como casca
de caule, raiz ¢ folhas em sua maior totalidade (FAHMY, 2018; SON, 2021).

Em torno de 370 flavonoides ja foram identificados e grande parte deles
pronunciaram-se de maneira assertiva nos testes de atividade citotoxica em células
cancerigenas de diferentes linhagens, além de acgdo antidiabética, anti-inflamatoria e
antibacteriana. Dentro dessa classe, ainda foram explorados pigmentos de antocianinas
relatados em 21 espécies do género, nos quais, glicosideos de pelargonidina e cianidina
foram determinados com alto teor (SCOGIN, 1991; FAHMY, 2018).

Investigados desde o final dos anos setenta, os alcaloides sdo considerados os
principais objetos de estudo deste género. Evidencia-se na literatura cerca de 143 alcaloides
isolados no género Eythrina sp. dos diferentes farmacogenos de caule, cascas da raiz, folhas,
frutos e sementes, este ultimo ganha destaque pelas altas taxas de distribuigao pronunciadas.
De modo geral, as a¢des terapéuticas desse grupo estdo relacionadas com o relaxamento da
musculatura lisa, bloqueio neuromuscular, além da atuagdo como anticonvulsivantes e
antidepressivos. E notavel a elevada progressdo de estudos a fim de identificar alcaloides
em espécies distintas do género Erythrina. O isolamento ocorre na maioria das vezes para
fomentar os dados associados as agdes farmacoldgicas das espécies, considerando o sistema
nervoso central (SNC) um foco estratégico para obtencdo posterior de fitofarmacos e
fitoterapicos através de distintos mecanismos (MAJINDA, 2005; FAHMY, 2020; SON,
2021).

2.3.Erythrina velutina Willd.

2.3.1. Distribuicdo e Morfologia

O territorio brasileiro abriga cerca de 13 espécies do género Erythrina, das quais, oito
estao localizadas no Nordeste, em especial na regido semiarida devido a sua alta resisténcia a
seca e facilidade de crescimento, fato que reitera sua significancia durante os processos de
arborizagdo. No estado da Bahia, verifica-se a distribuicao geografica das espécies E. verna, E.
speciosa, E. fusca e E. velutina. Esta ultima apresenta elevada disseminacdo de mudas,
aplicadas em projetos de regeneracdo de terras devastadas, beneficiando-se de sua ampla
capacidade de fixa¢ao de nitrogénio (GILBERT, 2012; DA SILVA, 2013; MARTINS, 2014;
SCHLEIER, 2016; RIBEIRO, 2018; RODRIGUES, 2018; FERREIRA, 2020, MARTINS,
2024).
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Erythrina velutina Willd., habitualmente conhecida pelos termos populares de suind,
canivete e principalmente “mulungu”, detém as sinonimias de Erythrina aculeatissima Desf.,
Corallodendron velutinum Willd., Chirocalyx velutinus Walp e Erythrina splendida Diels. E
uma espécie arborea, com pélos na raiz desenvolvidos, caducifélia e espinhosa. Exibe nas
cascas do caule o aspecto ligeiramente aspero, e geralmente alcanca cerca de 8-12 metros de
altura, salvo algumas excegdes com 15 metros (figura 1) (SILVA, 2008; BENTO, 2010;

SILVA, 2010; SILVA JUNIOR, 2012; DA SILVA, 2013).

Figura 1. Arvore Erythrin velutina Willd, municipio Barriguda- Chapada Diamantina.

Pertencente a familia Fabaceae (Leguminosae), possui alta adequabilidade e devido a
isso, pode ser encontrada em regides de varzeas, as margens de rios, especialmente na caatinga
e at¢é mesmo na regido semidrida. Sua distribui¢do no territorio brasileiro abrange a regido
Nordeste, a partir do Estado do Ceard, estendendo-se até os Estados de Minas Gerais, Rio de
Janeiro e Sdo Paulo. Nestas areas, ¢ amplamente utilizada para fins artesanais, ornamentais e
madeireiros. Em suma, a espécie também esta distribuida em outras localidades na América
latina, destacando-se desde as Antilhas, Venezuela, regidao Nordeste da Colombia, até Equador
e Peru. (BENTO, 2010; SILVA, 2010; SILVA JUNIOR, 2012, MARTINS, 2024).

As folhas (figura. 2-A) sdo ternadas (dispostas de trés em trés) com base simétrica e
apice avantajado. Possuem coloragao verde claro, medindo de 6 a 12 cm de comprimento por
5 a 14 cm de largura e sdo sustentadas por peciolos com at¢ 14 cm de comprimento. As

inflorescéncias (figura. 2-B) se apresentam na forma fasciculo, com trés flores dispostas em
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pedunculos muito curtos, possuindo vexilo com coloragdo alaranjada ou vermelho-rutilante e
medindo de 12 a 20 cm de comprimento, bem préxima do formato circular (GILBERT, 2012;
DA SILVA, 2013).

O calice espataceo (figura. 2-C) ¢ destacado em muitos estudos etnobotanicos, nos quais
apontam propriedades expectorantes, hepatoprotera, além da hipotensiva (CABRAL et al.,
2011; DA SILVA, 2013). Outro fato notavel, ¢ sua utilizagdo em rituais religiosos (SANTOS
etal., 2018).

Figura 2. Erythrina velutina Willd. (Fabaceae). A. Folhas; B. Flor; C. Caule; D. Semente.

Fonte: BioDiversity 4All.

Os frutos leguminosos (figura. 2-D) possuem comprimento médio de 78mm por 13mm
de largura aproximadamente, do tipo foliculo com espessura de 9,82mm, e expdem de 1-3

sementes. Com caracteristica estenospérmica, a semente possui formato alongado, lateralmente
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expandida com a concavidade voltada para baixo. Tem cerca de 12,54mm de comprimento,
com coloragdo vermelho-escuro ou vermelho-alaranjado. Uma caracteristica expressiva das
sementes diz respeito ao estreito tamanho que fornece alta dispersao através do vento, além da
elevada capacidade de germinagdo em condigdes ambientais desfavoraveis. Devido a maior
razao superficie/area sdo mais efetivas na captura de agua e tal particularidade ¢ extremamente
vantajosa para gé€neros botanicos que competem pela regido da caatinga, na qual ndo fornece
recurso hidrico em abundancia, impedindo a germinagdo de diversas espécies (SILVA, 2008;
SILVA JUNIOR, 2012; DA SILVA, 2013).

Dentro desse contexto, detecta-se na literatura intimeras pesquisas relacionando
compostos bioativos em Erythrina velutina utilizando sementes como farmacogeno. Nota-se
que as sementes podem ser acondicionadas em ambientes laboratoriais (geladeira, camara
climatica fria) por até 255 dias sem apresentar perda significativa nos embrides. Essa
circunstancia suscita o crescimento de cientistas vinculados a pesquisa fitoquimica da espécie,

fundamentando-se na estabilidade fisiologica das sementes (SILVA, 2011).

2.3.2 Substiancias Bioativas

A abordagem contextualizada dos metabolitos secundarios desempenha um papel
crucial na identificagdao de novas espécies e na elucidagao de seus respectivos grupos quimicos.
Por meio da fotossintese, as plantas realizam a sintese organica utilizando matérias inorganicas
disponiveis no ambiente. Este processo revela que, apesar de suas particularidades, esses
organismos sintetizam carboidratos, acidos nuclé€icos, proteinas e gorduras de forma bastante
semelhante, com poucas variagdes. Esse entendimento sublinha a unidade fundamental entre os
seres vivos, evidenciando a importancia dos metabolitos primarios (DEWICK, 2002).

Entretanto, durante o desenvolvimento evolutivo, as plantas alcancaram a habilidade de
produzir compostos quimicos que sdo eficientes contra diversas ameacas. Denominados
metabolitos secundarios, desempenham papel imprescindivel para o bem-estar do agente, sdao
considerados uma expressdo da individualidade e contribuem dessa forma, para o
funcionamento potencializado do ecossistema. Os metabdlitos secundarios sdo obtidos através
do metabolismo primario, baseado em blocos de constru¢ao que sao derivados de processos
como fotossintese, glicolise e ciclo de Krebs. Os blocos mais significativos durante a
biossintese sao derivados intermediarios da Acetil coenzima A (acetil-CoA), acido mevaldnico,

acido chiquimico, e fosfato de metileritritol (DEWICK, 2002; CHACON, 2021).
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De fato, a familia Fabaceae ¢ caracterizada pela ampla distribuicdo de alcaloides.
Embora a Erythrina velutina possua destaque expressivo em decorréncia dos alcaloides
eritrinicos investigados, outros metabdlitos secundarios tém sido distinguidos, favorecendo
gradativamente a caracterizagao quimica da espécie (CHACON, 2021).

Estudos fitoquimicos relacionam a presenca de diferentes classes quimicas no extrato
aquoso de Erythrina velutina, variando desde a classe de flavonoides, (em especial isoflavonas
e flavanonas), além de cumarinas, alcaloides e saponinas. Desde a descoberta em 1996 de
isoflavonoides como erivelutinona (figura. 4) (2°,4’-dihidroxi-6-prenil-7-metoxiisoflavona) e
4’-0O- metilsigmoidina (figura. 3), demais pesquisas ganharam destaque no que concerne a
identificagdo de outros compostos fitoquimicos. Adicionalmente, através de andlises em
cromatografia gasosa, compostos como acido fénico, B-sitosterol, lupeol, 4cido cinamico, a-
amirina, estigmasterol, e f-amirina foram evidenciados através do extrato etandlico das cascas
do caule. De forma complementar, através da hidrodestilacdo foram obtidos 6leos essenciais
com coloragdo distinta, e por intermédio da cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas foram reconhecidos 64 compostos distribuidos, monoterpenos, sesquiterpenos, €
fenilpropanoides de forma majoritaria (DA CUNHA, 1996; RABELO, 2001; VIRTUOSO,
2005; DA SILVA, 2013; TEIXEIRA, 2019).

Figura 3. 4'-O-metilsigmoidina Figura 4. 2',4'-dihidroxi-6-prenil-7-etoxi-isoflavanona

A bioproducido de alcaloides ¢ bastante evidente no género Erythrina. Tais compostos
despertam elevado interesse devido a sucessdo de atividades biologicas identificadas, além de
possuirem estruturas policiclicas que se tornaram objeto de pesquisa para exploracao de novas

moléculas-alvo para testes com substancias sintéticas. Os alcaloides sao compostos
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nitrogenados de baixo peso molecular encontrados majoritariamente em plantas, além de serem
evidenciados em pequenas propor¢des nos microrganismos € alguns animais. Sua estrutura
molecular contém um ou mais atomos de nitrogénio (ou aminas terciarias) determinante de
basicidade, o que facilita isolamento e purificagdo devido a formagao de sais soluveis em agua
na presen¢a de dcidos minerais, salvo algumas excegdes, nas quais o nitrogénio presente faz
parte de uma fung¢do amida e por consequéncia torna a molécula neutra. O atomo de nitrogénio
¢ essencialmente originado de um aminodacido e fornece uma classificagao distinta a depender
de onde o atomo de nitrogénio esteja integrado (CHAWLA, 1995; DEWICK, 2002; PARSONS,
2010).

As vias biossintéticas do chiquimato, acetato ou fosfato de metileritritol fornecem
blocos de construcao para integracao dos alcaloides. Entretanto, alguns 4&tomos de nitrogénio
sdao adquiridos via reacao de transaminag¢dao ao tempo que o restante da molécula pode ser
derivada através das vias acetato e chiquimato. Sendo assim, muitos estudos relacionam a
atividade biolégica de acordo com a fun¢do amina sendo transformada em sistema quaternario
através da protonacao no pH em meio fisiolégico (CHAWLA, 1995; DEWICK, 2002).

Caracterizados por meio de uma espiroamina tetraciclica, os alcaloides eritrinicos
(também denominados alcaloides tetraciclicos) sdo compostos formados com quatro anéis
ligados e descritos como A, B, C e D, segundo a figura 5. Esse esqueleto eritrinano origina trés
classes principais descritas como dienoides, alcenodides e lactonicos demonstradas na figura 5.
E possivel identificar um sistema dieno conjugado nos anéis A e B na classe dienoide,
distinguindo da classificagdo alcenoide que por sua vez detém uma ligacdo dupla 1,6 no anel
A. Por fim, especificamente na classe lactonica existe a presenca do anel lactdnico ao invés do
benzeno. Ao passar do tempo, foram detectadas outras classificagdes de menor abrangéncia,
incluindo tetrahidroisoquinolinos, benzilisoquinolinos, 16-Azoerithrinanos, quinolizidinos,

alcaloides diméricos e glicosideos (PARSONS, 2010; FAHMY, 2020).



31

A. Estrutura geral dos alcaloides eritrinicos
N=— 8 N
B. Classe Diendide C. Classe Alcenoide D. Classe Lactonica

Figura 5. Estrutura geral dos alcaloides eritrinicos e suas subclassificagdes.

Em suma, nota-se uma elevada variagdo molecular resultante dos padrdes de
substitui¢ao -CH3, -CH30, -OH, além dos residuos de glicose usualmente identificados nas
por¢des C3, C8 e C11 do esqueleto principal. Essa diversidade tem despertado o interesse na
busca por novos alvos sintéticos em detrimento das distintas propriedades biologicas. Cerca de
143 alcaloides j& foram isolados no género Erythrina, sendo majoritariamente encontrados nas
sementes e posteriormente nos demais farmacdgenos como cascas do caule, raiz, flores e folhas
(OZAWA, 2011; RAMBO, 2019a; FAHMY, 2020; CHACON, 2021).

No que diz respeito ao isolamento e elucidacdo estrutural de alcaloides em Erythrina
velutina, extratos metanolicos de sementes tém apresentado uma maior diversidade de
compostos através da separagdo cromatografica associada a identificagdo com perfil ultravioleta
(UV) explorado na literatura, em comparagio aos demais farmacogenos. E notéria a vasta
apresentacdo de compostos isolados através das sementes principalmente devido a alta
estabilidade em relagdo aos demais. A tabela 1 evidencia os alcaloides ja descobertos,

vinculados a classificagdo, farmacogeno e tipo de extrato.
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Classificacio do Composto isolado Farmacégeno Tipo de extrato Local de coleta Referéncia
Alcaloide
Erisodina Sementes, cascas de Metanolico Sao Paulo/Paraiba Ozawa et al. 2009;
caule Leal, 2018.
Erisovina Sementes, cascas de Metanolico/Etanolico Sao Paulo/Paraiba Ozawa et al. 2009;
caule Leal, 2018.
Erisotrina Sementes Metanolico Sao Paulo Ozawa et al. 2009
Eritralina Sementes, cascas de Metanolico Sao Paulo/Paraiba Amer et al. 1991b;
caule Ozawa et al. 2009;
Dienoide Leal, 2018.
8-Oxoeritralina Sementes Metanolico Sao Paulo Ozawa et al. 2009.
Erisodina-N-o6xido Sementes Metanolico Sao Paulo Ozawa et al. 2009.
Erisovina Sédio-15-0- Sementes Metanoélico Sao Paulo Ozawa et al. 2011.
sulfato
Erisopina 15-O-sulfato Sementes Metanolico Sao Paulo Ozawa et al. 2011.
Erisovina-N-oxi-15-O- Sementes Metanoélico Sao Paulo Ozawa et al. 2011.
sulfato de Sodio
Glucoerisodina Sementes Metanolico Sao Paulo Ozawa et al. 2009.
16-O-4-D- Sementes Metanolico Sao Paulo Ozawa et al. 2011.
glucopiranosil
Cocolina
Glicosideo Dienoide (3R)-16-0-b-D- Sementes Metanodlico Sdo Paulo Todoroki, et al. 2021.
glucopiranosil
(3R)-16-O-b-D- Sementes Metanolico Sao Paulo Todoroki, et al. 2021.
glucopiranosil-10,11-
desidro-cocolina
Eritratina Sementes Etanolico/Metanodlico Canada Marion, 1952.
Alcenoide Amer et al. 1991b.
Erisotina/Erisosalvina Cascas de caule Etanodlico Paraiba Leal, 2018.
16-Azoerytrinano Erimelantina Sementes, cascas de Metanolico/Etandlico Sao Paulo/Paraiba Ozawa et al. 2009;
caule Leal, 2018.
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Inddlico Hipaforina Sementes Metanolico Sdo Paulo Ozawa et al. 2008.

Tabela 1. Alcaloides eritrinicos isolados em E. velutina.
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A partir dos dados descritos na tabela 1, verifica-se uma ampla diversidade de
alcaloides isolados apenas em amostras de sementes, sendo identificados a partir de
metodologias validadas para cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas

(GC-EM). As estruturas desses compostos isolados sao demonstradas na figura 6.
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Figura 6. Alcaloides eritrinicos isolados a partir de farmacogenos de E. velutina por meio da cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-EM). A. Erisodina; B. Erisovina; C. Erisotrina; D.
Eritralina; E. 8-Oxoeritralina; F. Erisodina-N-6xido; G. Erisovina S6dio-15-O-sulfato; H. Erisopina-15-O-
sulfato; I. Erisovina-N-oxi-15-O-sulfato Sédio; J. Glucoerisodina; K. 16-O-4-D-glucopiranosil Cocolina;
L. (3R)-16-O-b-D-glucopiranosil erisodina-N-6xido; M.(3R)-16-O-b-D-glucopiranosil-10,11-desidro-
cocolina; N. Eritratina; O. Erimelantina; P. Hipaforina.
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Outrora, em 2021, Chacon e colaboradores descreveram a diversidade quimica dos
alcaloides presentes no extrato bruto de sementes e folhas coletadas em quatro localidades
diferentes da Caatinga, a partir de uma abordagem 6mica associada ao perfil metabdlico
de E. velutina. A partir do isolamento efetuado através da cromatografia liquida acoplada
a espectrometria de massas, 42 alcaloides eritrinicos foram identificados, sendo 25
anotados (figura. 7) por possuirem espectro de massa analogo ao relatado em género

Erithrina spp. na literatura.
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Figura 7. Alcaloides eritrinicos isolados a partir de folhas e sementes de E. velutina através da

cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas por Chacon e colaboradores em 2021.
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Para efetuar a elucidagdo estrutural dos alcaloides eritrinicos, ¢ necessario avaliar
a estrutura do ion precursor e suas respectivas reagdes de fragmentacdo. O estudo com
produtos naturais deve ser desenvolvido através do conhecimento do sistema global, uma
vez que, o mecanismo de fragmentacao ndo deve ser proposto apenas na fundamentagao
dos grupos funcionais envolvidos (DEMARQUE et al., 2016).

Por intermédio da cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas, ¢
possivel efetuar a identificagdo de alcaloides tetraciclicos ainda que estejam em
quantidades muito pequenas, devido a isso, ¢ amplamente ¢ utilizada em diversos
processos de triagem (CHAWLA et al., 1995).

A caracterizagdo quimica destes compostos de interesse ¢ realizada com base nos
perfis de fragmentacdo descritos na literatura para as diferentes classes. De acordo com
investigacdes anteriores, a classe alcendide possui reacdo caracteristica do tipo retro
Diels-Alder (RDA) [M"*- 58] apresentando ruptura do grupo metoxila em C-3 e C4, com
perda do radical disposto em C-3 (Figura 8). Essa reagao periciclica envolve a formagao
de um dieno e um dienofilo de forma inversa ao mecanismo de Diels-Alder. Baseado
nisso, identifica-se a projecao de elétrons pela parte exterior do anel e isso fomenta o
principio de que ciclos com ligagdes duplas tendem a sofrer fragmentagdo do tipo retro
Diels-Alder com formagao de um dos ions majoritarios durante o processo, podendo ou
nao ser o pico base do espectro (BOAR etal., 1970; FEITOSA etal., 2012; DEMARQUE
etal., 2016).

Para as classes de alcaloides lactonicos e especialmente para alcaloides dienoides,
a identificac¢@o ocorre a partir de clivagem da metoxila em C-3. Nota-se que em sistemas
dienoides ocorre a formag¢ao do ion di-alilico estavel e determinante na maioria das vezes
do fragmento majoritario. Essa formagdao ¢ proveniente da clivagem a-alilica que
transcorre devido a fluidez de ejecdo de um elétron nesse tipo de sistema [Me+- 31].
Recorrendo a esse mecanismo, outras estruturas formadas com radical hidroxila na
posicdo 3 também exibem esse tipo fragmentacdo [Me+-17] conforme figura 8

(MILLINGTON et al., 1974; CHAWLA et al., 1995; FEITOSA et al., 2012).
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B.Classe Alcendide Retro Diels-Alder

A. Estrutura geral dos
alcaloides eritrinicos

RO

R= OCH; [M"*- 58]

C.Classe Diendide Clivagem o-alilica R= OCH; [M"*-31]
R=OH [M*-17]

Figura 8. Estrutura basica dos alcaloides eritrinicos (A) e reagdes de fragmentacdo das subclasses diendide

(C) e alcendide (B).

De forma extensiva, as classes dienoide e alcendide sdo reconhecidas em todo
género, portanto, as principais vias de fragmentagdo exploradas nas pesquisas sdo
estabelecidas de acordo com estas vias. Os perfis de fragmentacdo evidenciados na
literatura estdo dispostos nas tabelas 2 e 3.

Por fim, a nomenclatura ¢ disposta conforme prefixos formados através das
funcdes quimicas reconhecidas. O prefixo “eryso” indica a presenga de um composto
fendlico na estrutura, ao passo que, “erythra” denota a estrutura formada através do
esqueleto classico sem a presenca de outros nucleos adjacentes inseridos. Além destes,
existem alcaloides eritrinicos com prefixo “erythroi” cuja estrutura possui o anel D
lactonico (AMER et al., 1991b).

Fundamentando-se nesses dados, ¢ possivel caracterizar os alcaloides tetraciclicos
das arvores deste estudo de forma correspondente com dados anteriores publicados por

AMER et al., 1991b e FEITOSA et al., 2012.
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Classe Alcaloide

eritrinico

R1 R2

R3

m/z

(intensidade)

Eritravina

OCHs | OCHs

OH

299 (94), 282
(100), 280 (17),
266 (23)

Eritralina

—O—CH2-0O-

OCHs

297 (31), 282
(32), 266 (100),
264 (24), 239
(10), 226 (16)

Erisovina/Erisodina

OCH:s OH

OCH:s

299 (39), 284
(41), 268 (100)

Erisotrina

Dienoide

OCHs | OCHs

OCHs

313(84), 298
(81), 282 (100)

R= OCH; [M"*-31]

R=OH [M'*-17] Erisonina

OH OCH:s

OH

285 (100), 268
(89), 266 (21),
254 (11)

Erisolina

OCH:s OH

OH

285 (100), 268
(89), 266 (21),
254 (11)

Tabela 2. Alcaloides eritrinicos isolados em todo o género da classe Diendide com suas respectivas

fragmentagdes (Adaptado de AMER et al., 1991b; FEITOSA et al., 2012).
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Classe Alcaloide eritrinico R1 R2 R3 R4 R7 m/z (intensidade)
Eritratidina OCH:s OCH:s OCHs OH H 331, 300, 257 (100),
244
Eritratidinona OCHs OCHs OCHs O H 272,271 (100), 243,
242, 228,215,214, 197
Eritroculina OCH:s CO:CHs OCHs H H 343 (7), 328 (0,5), 312
(13), 285 (100)
R Eritroculinol OCH:s CO:CHs OCHs H H 315 (3), 284, 257 (100),
R, 238, 226
O N Erisosalvina OCH:s OH OCHs OH OCHs 317 (8), 286 (14), 259
R: (93), 258
‘ Erisotina OH OCH:s OCHs OH H (93), 258 (23), 243
Rs (100), 242 (26)
- Dihidroerisotrina OCHs OCH3 OCHs H H 315, 284, 257 (100),
Alcendide 256 (30)
R=OCH; [M™- 58] Eritlaurina OCH; CO:CH; OCH; H OH 359, 328, 301 (100)
Eritramina -O-CH»-O- OCHs H H 299 (20), 268 (15), 241 (74), 240
(100)
Eritratina -O-CH»-O- OCHs H H 331, 300, 273, 257
(100), 256 (30)
Erisotinona OH OCHs OCHs OH H 315 (3), 257 (75),256 (11), 229
(70), 228 (100), 242 (15)
Erisosalvinona OCHs OH OCH:s (0] H 315 (3), 257 (75), 256 (11), 229
(70), 228 (100), 242 (15)
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Tabela 3. Alcaloides eritrinicos isolados em todo género da classe Alcendide com suas respectivas

fragmentagdes (Adaptado de AMER et al., 1991b; FEITOSA et al., 2012).

Considerando todos esses fatores, a caracterizag¢ao dos alcaloides em arvores localizadas
no estado Bahia representa destaque expressivo na identificacdo da variabilidade quimica de E.
velutina, uma vez que, nenhum estudo foi efetuado com amostras dessa regido, nem com quatro
farmacdgenos distintos de forma simultanea. Nesse contexto, este trabalho fard a consolidagdo
desses dados e a partir disso sera possivel estabelecer um direcionamento mais assertivo na
busca por novas opg¢des de fitoterapicos utilizando a espécie em questdo, com determinagao de

parametros mais fidedignos para controle de qualidade.

2.3.3 Farmacologia

Considerando a ampla diversidade quimica associada a elevada abrangéncia na
medicina popular, nota-se um grande interesse na comprovacdo da atividade terapéutica para
posterior produgao de fitoterapicos empregando Erythrina velutina Willd. A espécie se destaca
de forma acentuada pelos efeitos no sistema nervoso central, além de atuar de forma
cardiovascular, bactericida e antifingica (GONCALVES, 2014).

A atividade farmacoldgica fundamental exercida no sistema nervoso central estd
direcionada majoritariamente a presenca de alcaloides na composicdo. Em virtude disso,
inimeros estudos utilizando o extrato bruto (predominantemente alcodlico) demonstraram
eficicia na identificacdo de propriedades antinociceptivas, antiinflamatorias,
ansioliticas/sedativas, além de antibacterianas (CARVALHO, 2009; DA SILVA, 2013;
GARZA, 2015).

Exploram-se propriedades antibacterianas com extrato bruto etanolico de E. velutina,
além da fracao hexanica, ambos oriundos de cascas da espécie. Foram evidenciados resultados
promissores contra Staphylococcus aureus e Streptococcus pyogenes principalmente quando
aplicado o extrato hexanico durante os experimentos de difusdo em agar e concentracao
inibitoria minima. Compostos como triterpenos e esterdides concentram-se predominantemente
na fracdo mais apolar do extrato, e associados aos demais compostos fitoquimicos presentes em

E. velutina, auxiliam na atividade farmacologica contra esses microrganismos (VIRTUOSO,

2005; GONCALVES, 2014).
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Sabe-se que devido ao alto consumo de oxigénio, o cérebro € essencialmente vulneravel
ao estresse oxidativo, o que propicia a geragdo de elevadas quantidades de espécies reativas de
oxigénio (ROS). Avaliando isso, em 2014 Monte et. al, publicou um estudo demonstrando que
o extrato enriquecido em flavonoides de Erythrina velutina diminui em 50% a peroxidacdo
lipidica induzindo a uma série de efeitos antioxidantes. Isso foi corroborado através de apenas
uma inje¢do de 10mg/kg de flavonoides isolados em camundongos swiss (albinos), que apos
finalizacdo do estudo tiveram suas areas cerebrais avaliadas, principalmente as areas do
hipocampo e cortex pré-frontal (MONTE, 2014).

Avaliando a atividade anti-inflamatdéria da espécie sob outra perspectiva, extratos
hidroalcoolicos foram testados, utilizando na maioria das vezes a casca como farmacogeno, em
estudo controle com camundongos. Apds induzir a resposta inflamatdria através de dextrana ou
carragenina, os animais foram posteriormente tratados através da administracdo do extrato
bruto das cascas (200 e 400mg/Kg), e foi observada redugdo de até 53,1% no edema de patas,
quando comparado com estudo controle nas primeiras 24 horas (VASCONCELOS, 2011;
GARZA, 2015).

Outrora, atividades antitumorais foram relatadas através do isolamento de alcaloides
provenientes de sementes desta espécie. No ano de 2009, Ozawa et. al., demonstrou que o
composto N-oxido de erisodina revelou atividade antitumoral quando combinado com o ligante
indutor de apoptose relacionado ao fator de necrose tumoral (TNF). Os resultados foram
expressos através da administracao de 50pg/mL com diminuig¢do do percentual de crescimento
em até 18,9% das células cancerigenas. Associado a esse composto, os demais alcaloides ja
isolados e identificados através de métodos espectroscopicos descritos na literatura na época
(erithralina, erisotrina, erisodina, glicoerisodina e hipaforina), também exibiram caracteristicas
semelhantes no estudo, reiterando a citotoxicidade destes metabolitos em questao (OZAWA,
2009; 2011).

As propriedades farmacoldgicas dos alcaloides eritrinicos tém sido avaliadas no sistema
nervoso central de forma bastante expressiva. O aumento significativo do tempo de sono foi
evidenciado através de estudos dose dependente. Neste trabalho publicado por Ozawa et. al., o
tempo de sono foi ampliado em 33% nos camundongos que receberam a administracdo de
300mg/Kg do alcaloide hipaforina isolado das sementes de E. velutina. Outra evidéncia desse
efeito em camundongos foi identificada através da utilizagao de doses com 200 e 400mg/Kg do
extrato hidroalcodlico de E. velutina por meio de um estudo modelo de convulsao induzido por

estricnina. Por intermédio disso, verificou-se agao depressora no sistema nervoso central (59,2-
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66,5% na laténcia da convulsdo e 70,4-71,2% na laténcia do dbito) associada a potencializagdo
do tempo de sono induzido pelo pentobarbital (VASCONCELOS, 2007; OZAWA, 2008).

O extrato aquoso das folhas de E. velutina pode provocar efeitos periféricos e centrais
em roedores a depender da dose utilizada. Em uma pesquisa realizada com administragcao de
pentobarbital sdédico de forma dose-dependente, ao adicionar 10mg/kg do extrato notou-se
determinado bloqueio comportamental dos animais em relacdo ao habitat no qual foram
introduzidos, isso ocorreu em detrimento da interferéncia no processo mnemonico adquirido
através da dose de 10mg/kg. Em contrapartida, ao adicionar doses superiores a 50mg/kg, acdes
de bloqueio neuromuscular e sedativo foram constatadas, além da diminui¢do abrupta da
atividade motora preliminar (DANTAS, 2004).

Por intermédio da avaliacao de ratos submetidos a modelos de ansiedade e depressao,
amostras de extratos hidroalcéolicos da casca de E. velutina foram administradas, para posterior
avaliagdo do efeito ansiolitico e agdo depressiva. O tratamento oral agudo e cronico demonstrou
efeito ansiolitico em relacdo a tarefa inibitéria de alguns comportamentos especificos ligados a
ansiedade, semelhantemente a droga de referéncia Diazepam. Para comprovagdo do estudo,
foram observados tempos de laténcia de at¢ 50 segundos nos experimentos de reatividade
quando aplicadas doses de 200 mg/Kg e 400 mg/Kg. Tais resultados foram detectados a partir
da observagdo dos animais expostos ao modelo de labirinto em T elevado (LTE), no qual
permite avaliar respostas de defesa do animal associadas a esquiva inibitoria relacionada a
ansiedade generalizada, e fuga pertinente ao panico (RIBEIRO, 2006).

Reiterando esses dados, foi executado outro teste utilizando labirinto, nesse caso em
cruz elevado, e teste em campo aberto. Foram evidenciados efeitos depressores do sistema
nervoso central, associados a ansiedade nesse tipo de teste, em especial na atividade locomotora
(diminuicao da atividade em 32-37%, de acordo com a concentragdo avaliada). A eficacia foi
comprovada através da administracao de altas doses do extrato hidroalcoolico das cascas do
caule: 200-400mg/kg via intraperitoneal, e 800 mg/kg por via oral (VASCONCELOS, 2004).

Além das propriedades até agora descritas, outra abordagem significativa acerca dos
efeitos terapéuticos de E. velutina foi comprovada. Sabe-se que os alcaloides eritrinicos
concedem efeitos no sistema nervoso central por meio da inibicdo seletiva e competitiva dos
receptores nicotinicos de acetilcolina (nAChRs). Por intermédio desse mecanismo, também
efetua a ativagdo dos receptores GABAA (RAMBO et al., 2019a). Ao decorrer de um estudo
utilizando o extrato aquoso das folhas de E. velutina, verificaram-se respostas contrateis no ileo
de camundongos tratados com 0,025-2,5 mg/mL em dose dependente. Os resultados indicaram

que o extrato aquoso impulsionava a ativacdo do receptor GABAA, além da liberacdo de
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acetilcolina com aumento da entrada de Ca*" por meio dos canais de Célcio e liberacdo das
reservas intracelulares (CARVALHO, 2009).

De maneira uniforme, em 2012 foi publicado um ensaio, no qual os extratos
provenientes das folhas inibiram consideravelmente a colinesterase dos roedores em forma dose
dependente. Dois tipos de extratos foram testados nesse estudo: o extrato bruto (aquoso), €
posteriormente o extrato com fragdo enriquecida em alcaloides. Os extratos administrados por
via oral na dose de 400 mg/Kg, promoveram inibi¢do de 32,2% e 29,6% de modo respectivo.
Nao foram contempladas diferengas tdo expressivas entre ambos, demonstrando que os dois
possuem poténcias similares em relacdo a inibi¢ao da colinesterase. Entretanto, ao término do
estudo foi sugerido que a atividade anticolinesterase em FE. velutina esta relacionada
majoritariamente em decorréncia da fracao alcaloidica (SANTOS, 2012).

Adicionalmente, Vasconcelos (2014) elaborou um ensaio com extrato bruto (aquoso)
das cascas do caule, em que um grupo controle de camundongos foram tratados com agua
destilada, e o outro grupo recebeu por via oral 5-10 mg/kg do extrato. Apdés uma hora, os
animais foram sacrificados e através da dissecagdo do cérebro avaliou-se por meio de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) a determinagdo de aminoacidos. O extrato
padronizado de E. velutina estimulou a liberacdo de aminodcidos endogenos, expandindo os
niveis gerais no hipocampo, e elevando apenas os niveis de aminoacidos inibitorios no
estriado. Em suma, esses resultados ganharam destaque relevante, pois considera-se que
doencas neurodegenerativas e convulsdes sdo respectivamente ligadas ao desequilibrio das
concentragdes de aminoacidos no sistema nervoso central (VASCONCELQS, 2014).

Tudo isso traz uma concepg¢ao promissora acerca do uso terapéutico de E. velutina. Com
esses estudos difundidos, observa-se elevada potencialidade biotecnologica da espécie para
posterior producao de fitoterapicos e/ou fitofarmacos. Em sintese, a maior parte dos estudos
foram baseados no extrato hidroalcodlico, contudo, muitas perspectivas podem ser exploradas

a partir de outras metodologias.
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2.3.4 Delineamento experimental e otimizacio de método extrativo em alcaloides

Durante o desenvolvimento experimental algumas alteragdes propositais sao realizadas
nas variaveis introdutorias em processos ou sistemas a fim de observar e distinguir motivos
para alteragdes que podem ser identificadas nas respostas de saida. Baseado nisso, o processo
de delineamento busca desenvolver ou aprimorar metodologias, e até mesmo torna-las mais
robustas. Ao decorrer dos estudos para verificacdo de desempenho dos mais variados sistemas,
o planejamento experimental pode determinar varidveis influentes, definir os fatores
controlaveis, a fim de obter respostas proximas ao valor nominal esperado ou com minimo de
variagdo. Além disso, € possivel indicar fatores mais suscetiveis para diminuir as consequéncias
das variaveis incontrolaveis. A figura 9 demonstra o modelo geral dos sistemas/processos com

as variaveis envolvidas (MONTGOMERY, 2017).

Fatores controlaveis
Xl Xz Xn
Entrada . Saida
- 5 Processo/Sistema >
VA Z> ZD
Fatores incontrolaveis

Figura 9. Modelo geral processos e sistemas (Adaptado de MONTGOMERY, 2017).

Neste processo, o tratamento dos dados sao indicativos cruciais para elaborar resultados
e conclusdes na propor¢ao em que a estratégia de experimentagao ¢ desenvolvida. Dentre as
mais distintas estratégias encontra-se a abordagem com experimento fatorial fracionado que
traz variagdes a partir do design fatorial basico com execu¢do de um subconjunto das estruturas
formadas. Os efeitos dos fatores podem ser avaliados sob condigdes mais praticas e até mesmo

economicas (WANG, 2009; RAMBO, 2019b).
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O uso de um design experimental pode aumentar a performance em otimizacdo de
métodos extrativos através de uma abordagem cientifica apropriada. E necessario estudar o
processo extrativo e discernir os requisitos ideais a serem inseridos nas condi¢des operacionais.
Através dessas observagdes ¢ possivel tracar um design experimental preliminar e logo em
seguida iniciar a otimizacdo da metodologia (MONTGOMERY, 2017).

Nessa sistematica, a otimizacdo do método extrativo por delineamento experimental
pode efetuar a avaliacdo da metodologia com condi¢des favoraveis para a extracdo dos
alcaloides. Baseado nisso, 0 Box—Behnken ¢ um mecanismo apropriado para execucao desse
aperfeicoamento, uma vez que, ¢ um método estatistico de segunda ordem, e dessa forma,
permite avaliar a influéncia de diversos fatores nessa extragao.

Alguns estudos associam a otimizacdo de metodologias para busca de extragdes e
fracionamentos mais confiaveis. Em 2016, Klein-Junior e colaboradores publicaram um estudo
relacionando a obteng¢do de alcaloides indolicos de P. nemorosa com menor gasto de tempo e
solventes durante a implementagdo. Para o género Erythrina, o estudo publicado em 2019 por
Rambo e colaboradores buscou otimizar o rendimento dos extratos alcaloidicos em E. verna
por intermédio do Box—Behnken obtendo parametros descritos com proporc¢ao planta:solvente
em 1:60 (m/v), granulometria em 710-1000 um e tempo de maceracdo com 5,47 horas. Em
virtude disso, a aplicacdo desta estratégia fatorial, na otimizag@o dos processos de extragdo em
matérias-primas ricas em alcaloides, pode propiciar resultados promissores em amostras de E.
velutina, trazendo destaque para esse tipo de metodologia que ainda ndo foi testada em nenhuma

outra oportunidade de pesquisa.
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3. OBJETIVOS
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3.1 Objetivo Geral

Desenvolver método analitico por CLAE/DAD para avaliagdo da variabilidade quimica
dos alcaloides de Erythrina velutina Willd. em diferentes farmacogenos e locais de coleta, bem
como otimizac¢do do processo extrativo destes metabdlitos. Além disso, objetivou-se efetuar a

identificacao quimica dos alcaloides eritrinicos por GC-EM.

3.2 Objetivos Especificos

o Coletar amostras de E. velutina (cascas do caule, cascas de raiz, folhas e flores) em

diferentes locais e épocas do ano;
o Obter fragdes enriquecidas em alcaloides (FEAs);

o Desenvolver metodologia analitica através de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

acoplada a detector de diodos (CLAE/DAD) para analise quimica das FEAs;

o Analisar o perfil quimico das FEAs por Cromatografia Gasosa acoplada a

Espectrometria de Massas (CG/EM) e CLAE/DAD;

o Otimizar o método extrativo por delineamento experimental.
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4. MATERIAIS E METODOS
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O texto que compreende essa se¢do (paginas entre 50-54) apresenta dados referentes a
localizagdo das arvores de estudo com suas respectivas coordenadas geograficas, além, das
datas de coletas efetuadas em cada farmacogeno. Todo o processo de preparo dos extratos,
analise quimica através do desenvolvimento analitico por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (diferencas de eluentes testados) ¢ otimizagdo do método extrativo também foi
detalhado neste segmento. As particularidades envolvidas na caracterizagdo quimica por
cromatografia gasosa acoplada a espectrofotometria de massas foram especificadas de forma
similar. Essas informagdes apresentam referéncias das marcas dos equipamentos e reagentes e

descri¢do completa dos processos.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
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O texto completo desta se¢do encontra-se suprimido por conter informagdes em fase de
estruturacao para publicagdo em periddico cientifico. As paginas compreendidas entre 56 - 116
retratam o processo de obtengao das fragdes ricas em alcaloides desde a fase inicial da coleta
em localidades distintas. O processo de desenvolvimento analitico por intermédio da
cromatografia liquida acoplada a detector de diodos (CLAE/DAD) foi relatado com
demonstragdo dos diferentes eluentes empregados, e a conclusdo dos testes para obtencdo do
método que fomentou o estudo de variabilidade quimica em diferentes farmacédgenos das
arvores estudadas. Para finalizar o processo de avaliacdo da variabilidade dos alcaloides, as
amostras foram submetidas também a andlise de identificagdo por meio da cromatografia
gasosa acoplada a espectrofotometria de massas (GC/EM), onde foram detectados compostos
com perfil alcaloidico de acordo com perfil de fragmentacao exposto na literatura. Finalizando
o processo de caracterizacdo quimica, foi possivel efetuar a otimizacdo do método extrativo,
tracando o delineamento experimental através do Box-Behnken, iniciando com experimentos
preliminares para identificar as varidveis mais influentes no processo e seguindo com o

experimental fatorial.
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6. CONCLUSOES
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Com base nos resultados obtidos, ¢ possivel afirmar que todo o processo desde a coleta,
extracdo e desenvolvimento analitico do método de identifica¢do dos alcaloides eritrinicos para
a espécie em questdo, apresentou-se de forma eficaz para obtencdo dos resultados de
variabilidade quimica investigados neste estudo.

De maneira concisa, obteve-se todos os resultados relacionados as diferencas entre
farmacdgenos e locais de coleta das arvores de E. velutina presentes na regido da Chapada
Diamantina. Ao decorrer da analise de CLAE/DAD, notou-se varia¢des de rendimento extrativo
e pouca variedade em termos qualitativos, ja que, os farmacdgenos analisados exibiram um
perfil quimico muito similar com a presenga dos mesmos picos de interesse, com ressalva das
amostras de folhas coletadas em Barriguda que apresentou uma maior quantidade de
compostos. Entretanto, houve destaque para os resultados provenientes da arvore de Boninal,
uma vez que foram exibidos com elevada intensidade nos picos alcaloidicos em todas as
matrizes avaliadas em comparagdo as demais localidades.

A caracterizagdo quimica por meio de GC-EM consolidou o estudo de variabilidade
quimica, revelando alcaloides das subclassificagdes alcendide e diendide nas amostras vegetais
analisadas. A partir destas informacdes foi possivel distinguir os marcadores quimicos
presentes nos diferentes locais de coleta, destacando a erisovina como principal alcaloide nos
farmacogenos avaliados. Amostras de folhas, exibiram baixa detec¢do de alcaloides, ao passo
que cascas de caule e flores revelaram uma melhor diversidade neste pardmetro. Avaliando as
cascas de caule e flores das arvores distintas, nota-se um certo padrao de similaridade na
deteccdo dos compostos, sem diferenca significativa quando avalia-se o0s mesmos
farmacdgenos versus localidades distintas. Dentro dessa classificagdo, o perfil quimico pode
auxiliar nos estudos consecutivos acerca do emprego da espécie em questdo para tratamentos
farmacologicos, ja que muitos compostos com mesma caracteristica estrutural foram
encontrados em diferentes locais de coleta.

Por fim, o delineamento experimental possibilitou otimizar o método extrativo,
atingindo condicdes favoraveis para obten¢do de alcaloides provenientes em E. velutina, sendo
executado pela primeira vez nesta espécie.

Os dados obtidos sdo promissores para compor a base de estudo dos marcadores
quimicos a partir dos alcaloides tetraciclicos, considerando especialmente os farmacogenos
cascas de caule e flores por apresentarem resultados favoraveis em termos de variabilidade
quimica nas analises de CLAE/DAD e GC-EM. De fato, este trabalho auxilia na distin¢ao da
espécie que possui mesmo nome popular de outras do mesmo género, direcionando sua

utilizagdo de forma mais precisa.
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