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Resumo

A RDC 10/10, visa a padronizacdo e o aumento da qualidade do uso popular de drogas
vegetais, a exemplo da Passiflora edulis e da Erythrina mulungu, que sdo plantas utilizadas
no tratamento da ansiedade. A distribuicdo granulométrica das drogas vegetais em pds deve
ser considerada para caracterizacdo fisica, quimica e bioldgica. O objetivo desse trabalho foi
obter e padronizar p6s de plantas medicinais com diferentes tamanhos de particulas de P.
edulis e E. velutina e compara-los através de ensaios analiticos e bioensaios. Utilizou-se a
microscopia eletrdnica de varredura (MEV), termogravimetria (TG), analise térmica
diferencial (DTA) e pirolise acoplada a cromatografia gasosa/espectrometria de massa (Pir-
CG/EM), para caracterizar a morfologia e tamanho de particulas de drogas vegetais,
decomposicdo térmica e analise da impressdo digital. Para observar a atividade farmacologica
do efeito ansiolitico do pd das drogas em diferentes tamanhos de particula foi utilizado o
ensaio de labirinto em cruz elevado. A citotoxicidade foi avaliada através do teste de
vermelho neutro, investigando-se a viabilidade celular da linhagem celular NCTC 929. As
imagens obtidas através da MEV detectaram divergéncias do resultado esperado pelo
processo de granulometria. Os valores medianos e os limites inferiores e superiores
mostraram a seguinte distribui¢do de tamanhos de particulas por amostra, MUF 01 (mulungu
folha) 573,1 um, variando de 234,2-1000 um; MUFO03 307,8 um, variando de 236,2-854,1
pum e MUF05 62,3 pum, variando de 44,3-89,5 um, respectivamente. Os perfis das curvas TG
dindmicas para MUFO01, 03 e 05 foram distintas, para as particulas de diferentes tamanhos em
atmosfera de N, e de ar sintético, decompondo-se em trés e quatro etapas, respectivamente. A
perda de massa final foi crescente com a diminuicdo do tamanho das particulas para analises
em Ny, sendo de 69%, 79% e 82%, para MUF01, MUF03 e MUFO05, respectivamente. As
amostras MAO1 e MAO4 apresentaram trés etapas de decomposi¢cdo em atmosfera inerte. A
900 °C em atmosfera de nitrogénio a amostra MAO4 manteve o residuo em um valor maior
que MAO1. A média das energias obtidas por DTA para MAO1 e MAO04 foi de 8,7 e 11,5 pV.
As temperaturas e as energias observadas por DTA para MUF e MUC foram: 335; 344; 354;
363 e 380 °C, com energias de 8,3; 9,3; 9,7, 10,1 e 9,7 uV para MUF01; 1,8; 2,5; 3,4; 3,7 ¢
4,15 uV para MUF 03 e 10,2; 11,3; 12,5, 14,0 e 13,4 uV para MUF05. Os pirogramas
relativos as diferentes temperaturas e amostras de E. velutina mostraram-se possiveis de
identificar cada uma das substancias através dos seus tempos de retencdo, conforme dados a
sequir: Limoneno de 4,3-4,3 min; 1-Nonadeceno de 10,5-10,5 min; Neoftadieno 2,6,10-
Trimetil, 14 de 11,3-11,3 min e 3- Eicosino de 11,6-11,6 min. As citotoxicidades dos pos das
folhas de Passiflora edulis e folhas e cascas de Erythrina velutina demonstraram que as
particulas apresentaram DL50 de 62,4; 42,5; 29,9 e 29,7 mg mL™ para MA01,02,03 e 04,
respectivamente. Para MUF 01,03 e 05 a DL50 foi de 50,08; 49,01 e 37,38 mg mL™; e para
MUC (mulungu casca) 02, 04 e 05 foi de 72,5; 66,7 e 53,0 mg mL™?, demonstrando
citotoxicidade crescente de acordo com a diminuigdo do tamanho das particulas do po.
Quanto ao efeito ansiolitico, o ensaio de labirinto em cruz elevado demonstrou diferencas
entre as amostras MAOL e MAO4, nos tempos de permanéncia e numero de entradas nos
bracos abertos e fechados. Os dados farmacologicos da E. velutina folhas e cascas mostraram
diferentes atividades ansioliticas para os diferentes tamanhos de particulas. Amostras de
drogas vegetais em diferentes granulometrias demonstraram diferengas fisicas, quimicas e
bioldgicas entre as amostras, de acordo com os parametros estudados.

Palavras chave: Passiflora edulis, Erythrina velutina, tamanho de particula, ensaio do efeito
ansiolitico e citotoxicidade



Abstract

Herbal medicines are medicinal plants or its parts, which contain therapeutic action
substances. RDC 10/10 deals to standardize and ensure the quality assurance of herbal
medicine species used in traditional medicine, for example Passiflora edulis and Erythrina
mulungu which are used in the anxiolytic treatment. Particle size of herbal medicine powder
should be considered for physical, chemical and biological characterization. The objective of
this work was to obtain and standardize different particle size of herbal medicine powder (P.
edulis and E. velutina) and compare them through analytical and bioanalytical assays.
Scanning electron microscopy (SEM), thermal analysis such as thermogravimetry (TG) and
differential thermal analysis (DTA) together with pyrolysis coupled to gas
chromatography/mass spectrometry; were used to particle morphology and size
characterization, thermal decomposition and finger print identification, respectively. The
pharmacological evaluation was through the elevated plus maze test and the cytotoxicity
assay was the neutral red uptake, using NCTC 929 cells. SEM enabled us to detect the
existence of divergences from the expected results from the granulometry process. The
medians, lowers and higher size values showed the following particle size distribution for
sample MUF (Mulungu leaves) 01 573.14um, varying of 234.2-1000pum; MUF03 307.8 um,
varying of 236.2-854.1 um and MUFO05 62,3 um, varying from 44.3-89.5 um, respectively.
The TG dynamic curves decomposition profile were distinct for nitrogen (N2) and synthetic
air atmosphere, presented three and four steps, respectively. The total mass loss (N;) during
the three stages were, respectively; 69%; 79% and 82% for MUF01, MUF03 and MUFO05,
which were crescent according to the reduction of the particle sizes. The samples MAO1 and
MAO4 in nitrogen atmosphere showed three decomposition stages. MAO4 presented residue
values bigger than MAOQ1, at 900°C. The DTA energies obtained were: 8,7 e 11,5 pV, to
MAO1 and MAO4, respectively. The observed temperatures and corresponding height peaks
were: 335 °C; 344 °C; 354 °C; 363 °C and 380 °C; 8.3; 9.3; 9.7, 10.1 and 9.6 pV for
MUFO01; 1.8; 2.5; 3.4 ; 3.7 and 4.1 pV for MUF 03; 10.2 ; 11.3; 12.5, 14.0 e 13.4 pV for
MUFO05. The identification of each compound presented in the chromatographic peaks
relative to the different temperature and samples were done according to its retention time,
which were in the following time range: Limonene of 4,3-4,3 min.; 1-Nonadeceno of 10,5-
10,5 min.; Neophytadiene 2,6,10-Trymetil, 14 of 11,28-11,35 min and 3-Eicosyne de 11,6-
11,6 min. The cytotoxicity of different size particles samples of Passiflora edulis (MAOL, 02,
03 and 04) and Erythrina velutina (MUF 01, 03 and 05/ MUC (mulungu bark) 02, 04 and 05)
showed the following DL50: 62.4, 42.5, 29.8 and 29.7 mg mL™; 50.1, 49.0 and 37.9 mg mL’
1/ 72.5; 66.7 e 53.0 mg mL™, respectively. The anxiolytic effect was different to MAO1 and
MAO4, according to the number arm entries and time spent in the open and closed arms. The
pharmacological data of E. velutina leaves and bark showed different anxiolytic activities for
different particle sizes. Herbal medicine samples in different granulometries demonstrated
physical, chemical and biological differences among the samples according to the studied
parameters.

Keywords: Passiflora edulis, Erythrina velutina, particle size, anxiety animal model and
citotoxicity
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1. Introducéo

O conhecimento histoérico do uso de plantas medicinais nos mostra ao longo da Histéria
da Humanidade que, pela prépria necessidade humana, as plantas foram um dos primeiros
recursos terapéuticos utilizados para aumentar sua chance de sobrevivéncia. O uso da
medicina tradicional e das plantas medicinais, nos paises em desenvolvimento, tem sido
amplamente observado como base normativa para a manutencéo da saude [1].

A Organizacdo Mundial de Saiude (OMS) define salide como sendo o estado completo
de bem estar fisico, mental e social e ndo meramente a auséncia de doenca ou enfermidade
[2], razdo pela qual as tradicbes e crencas locais nas plantas medicinais fazem parte do
suporte nos cuidados a salde.

A partir de 1978, a OMS reconheceu oficialmente o uso de fitoterapico com finalidade
profilatica, curativa, paliativa ou para fins diagndsticos e recomendou a difusdo mundial dos
conhecimentos necessarios para Sseu uso. Ressalte-se que 67% das espécies vegetais
medicinais do mundo séo originarias dos paises em desenvolvimento [3].

O Brasil € 0 pais com a maior biodiversidade do mundo, contando com um ndmero
estimado de mais de 20% do numero total de espécies do planeta. O Pais possui a mais
diversa flora, nimero superior a 55 mil espécies descritas, o que corresponde a 22% do total
mundial [4]. Esta rica biodiversidade ¢ acompanhada por uma longa aceitacdo de uso de
plantas medicinais e conhecimento tradicional associado [5].

Até a metade do século XX, o Brasil era essencialmente rural e usava amplamente a
flora medicinal nativa e aclimatada, e mesmo se tornando urbano nas ultimas décadas
continua mantendo sua tradicdo no uso das plantas medicinais.

Como resultado de uma série de acdes do Ministério da Salde, desde 2003, foi
instituida a Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares ao Sistema Unico de
Salde (SUS), pactuada na Comissdo Intergestores Tripartite e aprovada apds longo processo
de discussdo pelo Conselho Nacional de Saude em 15 de dezembro de 2005. Tal politica foi
instituida através da Portaria n°® 971 do Gabinete do Ministro da Saude, de 03 de maio de
2006, publicada no Diario Oficial da Unido em 04 de maio de 2006 [6].

No contexto da Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares ao SUS
estd a proposta de Plantas Medicinais e Fitoterapia no SUS, a qual tem como objetivo ampliar

as opcgOes terapéuticas aos usuarios do sistema, com garantia de acesso a plantas medicinais,

Lidiane ®into Correia



Introducdo Pagina 20

fitoterapicos e servigos relacionados a Fitoterapia, com seguranca, eficacia e qualidade na
perspectiva da integralidade da atencdo a Saude [6].

Os conhecimentos cientificos e tecnologicos sobre a intervencdo de produtos com
atividade terapéutica mostram que matérias-primas e medicamentos devem ser produzidos de
forma a garantir a qualidade, seguranca e eficacia terapéutica do usuario. Atualmente,
verificam-se préaticas agricolas bastante diferenciadas devido a falta de educagéo cientifica e
tecnoldgica dos agricultores, que nédo diferenciam no modo de cultivar a planta como alimento
de subsisténcia daquela que sera utilizada como matéria-prima vegetal para uso
medicamentoso. Além do mais o uso como remédio popular deve ser respaldado por critérios
cientificos que garantam o minimo de seguranca de uso e eficacia terapéutica.

Em marco de 2010, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
regulamentou, o uso de drogas vegetais, através da Resolucdo RDC 10 publicada no Diario
Oficial da Unido [7]. Esta resolucdo teve como objetivo causar impacto positivo no mercado
de plantas medicinais e fitoterapicos, tornando-se uma alternativa terapéutica mais barata e
segura a populacdo, bem como promovendo a utilizacdo de drogas vegetais de forma segura,
eficaz e de qualidade [8].

Neste sentido, este trabalho teve como objetivo geral avaliar pardmetros fisicos e
quimicos, bem como a atividade farmacoldgica/toxicoldgica das drogas vegetais Passiflora
edulis e Erythrina velutina, utilizando a tecnologia de obtencdo dos pds da planta em

diferentes tamanhos de particulas.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo Geral
Obter e padronizar drogas vegetais com atividades sobre o sistema nervoso central.
2.2. Objetivos Especificos

v" Obter tamanhos de particulas variados para as drogas vegetais estudadas;

v' Caracterizar 0s pos das drogas vegetais morfologicamente através da Microscopia
Eletronica de Varredura;

v" Avaliar o perfil térmico dos pds obtidos das drogas vegetais em diferentes tamanhos
de particula;

v Avaliar o perfil pirolitico dos po6s obtidos das drogas vegetais em diferentes
tamanhos de particula;

v" Obter o produto (infuso e decoctos) das drogas vegetais estudadas de acordo com o
preconizado pela RDC 10/2010 - ANVISA;

v" Realizar ensaio farmacol6gico sobre o sistema nervoso central dos produtos obtidos
em diferentes tamanhos de particula, de acordo com a RDC 10/2010 - ANVISA, com a
finalidade de avaliar sua poténcia farmacologica relativa;

v" Realizar ensaio citotoxicoldgico dos produtos obtidos com diferentes tamanhos de
particula, de acordo com a RDC 10/2010 - ANVISA para a toxicidade aguda das drogas

vegetais.
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3. Revisdo Bibliografica

3.1. Uso Popular de Plantas Medicinais

Segundo a Organizacdo Mundial de Sadde (OMS), a medicina popular ou tradicional
refere-se as préticas de saude, conceitos, crengas e conhecimentos que incorporam
medicamentos a base de plantas, animais ou minerais, terapias espirituais, técnicas manuais e
exercicios aplicados singularmente ou em combinacdo, com o fim de tratar, diagnosticar e
prevenir doencas ou manter o bem-estar [9].

O uso de plantas para fins terapéuticos é uma préatica antiga, herdada principalmente da
cultura indigena. Nos dias atuais, a busca pela fitoterapia resulta da procura por tratamentos
que associem eficicia e baixa incidéncia de efeitos colaterais, 0 que mobiliza iniciativas
publicas e privadas [10].

As plantas medicinais sempre foram utilizadas, sendo no passado o principal meio
terapéutico conhecido para tratamento da populagdo. A partir do conhecimento e uso popular,
foram descobertos alguns medicamentos utilizados na medicina tradicional [10].

As principais caracteristicas desejaveis das plantas medicinais sdo: eficacia, baixo risco
de uso, assim como reprodutibilidade e constancia de sua qualidade [11]. As informacdes
técnicas acerca da maioria das plantas medicinais ainda sdo insuficientes no que tange as
caracteristicas acima citadas [12].

Pode-se dizer que, a utilizacdo de plantas na medicina oficial se da predominantemente
de duas maneiras: através da homeopatia (tratamento de doencas através do uso de
medicamentos capazes de produzir efeitos semelhantes aos da doenca em questdo, com o
minimo de efeitos colaterais possiveis) ou da alopatia (sistema de combate de doencas por
meios contrarios aos seus sintomas e causas) [13].

O advento das terapias alternativas nos ultimos anos se deve a diversos fatores, entre
eles a busca, da parte dos usuarios, por terapias mais humanas e integrais. Diversos obstaculos
impostos pela medicina tradicional incentivam a procura por essas “novas” terapias que,
paradoxalmente, remontam antigos saberes populares, contrastando, assim, com o carater
tecno-cientifico da medicina moderna [14].

Com o desenvolvimento da ciéncia e da tecnologia as plantas medicinais estdo tendo
seu valor terapéutico pesquisado e ratificado e vem crescendo sua utilizacdo recomendada por

profissionais de salde [15].
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Em paises como o Brasil, diversos fatores levam a busca pela fitoterapia: as dificuldades
de uso do Sistema Unico de Salde (SUS) e a deficiéncia deste em prover o acesso a
medicamentos tradicionais; a propria falta de acesso a estes devido a fatores econémicos ou
simplesmente a indisponibilidade destes servicos em diversas regides do pais. A partir do
momento em que se demonstra, por parte da populagdo um grande interesse por terapias a
base de plantas medicinais, e conhecendo-se a colossal diversidade de flora existente no
Brasil, € evidente a necessidade de se incorporar a pratica da fitoterapia ao sistema de saude
[14].

O valor comercial desse mercado esta cada vez maior, fazendo a seguranca, eficicia e
qualidade dos produtos se tornarem preocupagfes constantes das autoridades reguladoras
[16].

O Ministério da Saude estabeleceu a Politica Nacional de Plantas Medicinais e
Fitoterapicos (PNPMF) e a Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares
(PNPIC) no Sistema Unico de Saude (SUS), que tratam da implementacdo de Acdes e
servicos relativos a praticas medicinais complementares, que abrangem fitoterapia, medicina
tradicional chinesa ou acupuntura, homeopatia e termalismo social. A PNPIC tem papel
importante na saude publica brasileira, pois fortalece e amplia as a¢des voltadas para a
utilizacdo racional das préaticas complementares [6, 8, 17].

Em mar¢co de 2010, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
regulamentou, o uso de drogas vegetais, através da Resolucdo RDC 10 publicada no Diario
Oficial da Unido [7].

3.2. Regulamentacéo

As drogas vegetais ndo podem ser confundidas com os medicamentos fitoterapicos.
Ambos sdo obtidos de plantas medicinais, porém elaborados de forma diferenciada. Enquanto
as drogas vegetais sdo constituidas da planta seca, inteira ou rasurada (partida em pedacos
menores) utilizadas na preparacdo dos populares “chas”, os medicamentos fitoterapicos sao
produtos tecnicamente elaborados, apresentados na forma final de uso (comprimidos, capsulas
e xaropes) [7].

Para classificar os produtos iniciais usados na producdo de medicamentos fitoterapicos,
da-se a denominacéo geral de matéria-prima vegetal, que compreende tanto a planta medicinal
como a droga vegetal [18].
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Diante do aumento crescente do uso de drogas vegetais e a inexisténcia de
requerimentos legais os quais abrangessem os requisitos de qualidade, seguranga e eficacia, a
ANVISA publicou uma norma para a notificacdo de drogas vegetais, a RDC 10/10 [7].

A RDC 10/10 foi elaborada de acordo com a normativa alema para os “Chas
Medicinais”, e engloba 66 drogas vegetais. Nesta norma estas drogas estdo padronizadas
quanto a forma de uso, posologia, alegacOes terapéuticas embasadas no uso tradicional,
possiveis reacoes adversas e contra-indicacoes.

Esta resolucdo veio regulamentar a producdo de drogas vegetais no Brasil, estando
voltada a industria farmacéutica, e para os produtores e distribuidores de drogas vegetais, bem
como a populacdo em geral. Com esta RDC, as empresas vao precisar notificar a ANVISA
sobre a fabricacdo, importacdo e comercializacdo dessas drogas vegetais no minimo de cinco
em cinco anos [8].

Com a nova resolucdo, a producdo de drogas vegetais deve obedecer as Boas Préticas de
Fabricacdo e Controle (BPFC), reduzindo desse modo, a possibilidade da ocorréncia de
falsificacbes e contaminacfes. Os produtos também véo passar por testes que garantam que
eles estdo livres de microrganismos como bactérias e sujidades, além da qualidade e da
identidade.

As drogas vegetais industrializadas e notificadas pela ANVISA, conforme essa norma,
sdo destinadas ao uso episddico, oral ou topico, para o alivio sintomatico das doencas,
devendo ser disponibilizadas exclusivamente na forma de droga vegetal para o preparo de
infusdes, decocc¢des e maceracbes. Sendo a forma de uso de cada droga vegetal também pré-
determinada [18].

As drogas vegetais foram classificadas como produtos de venda livre, isentos de
prescricdo médica, e com indicacdo para doencas consideradas de baixa gravidade. O tempo
de uso das drogas vegetais também foi determinado, sendo a orientacdo geral de ndo usar o
produto por mais de uma semana a ndo ser por orientacdo de profissionais da salde.

Outro aspecto importante é que a droga deve ser embalada, e nesta embalagem deve ser
inserido um folheto informativo sobre as drogas vegetais. De acordo com a Resolucdo da
Diretoria Colegiada (RDC 10/10), a embalagem deve garantir a protecdo da droga vegetal
contra contaminacdes e efeitos da luz e umidade e apresentar lacre ou selo de seguranca que
garanta a inviolabilidade do produto.

A publicacdo da RDC 10/10 teve como objetivo causar impacto positivo no mercado de

plantas medicinais e fitoterapicos, tornando-se uma alternativa terapéutica mais barata e
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segura a populagdo, bem como promovendo a utilizagdo de drogas vegetais de forma segura,
eficaz e de qualidade.

Dentre as 66 drogas vegetais encontradas no Anexo | dessa resolucdo encontram-se:
maracuja e mulungu, plantas popularmente utilizadas pela atividade ansiolitica, as quais

foram objeto de estudo desse trabalho.
3.3. Plantas com Atividade Ansiolitica

A ansiedade ¢ tida como uma resposta condicionada ao medo, sendo que neste ultimo
h& uma ameaca definida e na ansiedade o iminente perigo ndo estd bem qualificado, por sua
vez, nos estados ansiosos, as reagcdes normais a0 medo ocorrem de uma maneira antecipada
[19-21].

Os ansioliticos e hipnoticos sdo utilizados no tratamento dos sintomas da ansiedade e no
tratamento da insOnia, respectivamente. Apesar dos objetivos clinicos serem diferentes, as
mesmas drogas sdo frequentemente, usadas para ambas as finalidades. Os principais grupos
de drogas utilizados com esta finalidade sdo os benzodiazepinicos (diazepam e
clordiazepodxido), barbitdricos (zolpidem, fenobarbital e pentobarbital), antagonistas dos
receptores beta-adrenérgicos (propranolol) e outras drogas (hidrato de cloral e meprobamato)
[22-23].

No tratamento do transtorno de ansiedade, diversos obstaculos dificultam a total adeséo
do paciente ao tratamento, como os efeitos colaterais acarretados pelos tratamentos
convencionais, a saber: sedacdo, amnésia, dependéncia e transtornos de locomocdo
provocados por benzodiazepinicos, disfuncdes sexuais provocadas por antidepressivos, entre
outros [24].

O Brasil é um pais que possui uma flora bastante diversificada e uma situacéo
geografica privilegiada, o que justifica a pesquisa de substancias naturais derivadas de plantas
no tratamento de indmeros distdrbios, como a ansiedade [25]. Desde 0s tempos antigos,
algumas plantas tém sido usadas como alternativa terapéutica, destacando-se entre elas, a
Passiflora incarnata L. (maracuja), Valeriana officinalis L. (valeriana) e Piper methysticum
(kava-kava) com propriedades sedativas e ansioliticas comprovadas [26].

E sabido que desde os tempos remotos os chas preparados a partir de plantas de uso
popular podem produzir sérios efeitos adversos em animais e em seres humanos. Esses e
outros aspectos motivaram a intensificacdo de pesquisas com plantas usadas na medicina
popular, principalmente visando esclarecer os possiveis efeitos tdxicos e histopatoldgicos.
[27-28].
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Diversas plantas tém sido relatadas pela literatura como portadoras de atividade
ansiolitica. A Valeriana officinalis ¢ utilizada ndo s6 pela medicina popular, mas também pela
industria farmacéutica, que a inclui em varios de seus produtos com efeitos calmantes.
Farmacologicamente, os componentes ativos desta planta agem de modo a estabilizar os
centros vegetativos e emocionais, inibir a enzima GABA transaminase (evitando o
metabolismo deste transmissor), e induzindo a sedacdo. Esta planta também ja demonstrou
sua atividade ansiolitica em diversos estudos [29].

Pesquisas tém sido realizados desde a década de 1960, visando avaliar os efeitos
ansioliticos/ansiogénicos de componentes ativos da Cannabis sativa, apontando o canabidiol
como metabdlito causador de efeitos ansioliticos e antipsicoticos. Entretanto, a utilizacdo de
componentes desta planta ainda é controversa [30].

A acdo depressora do Avelds (Synadenium umbellatum) foi estudada por Oliveira et al,
2008 [31], que detectaram que o extrato etandlico desta planta induziu efeitos ansioliticos nos
animais testados, sem modificar a capacidade de locomocéo, além de potencializar o tempo de
sono induzido por barbitarico. A atividade depressora foi detectada principalmente pela
fracdo hexanica e cloroférmica do extrato.

O estudo de Fiss et al, 2006 [32] comparou a eficicia de dois medicamentos
fitoterapicos comerciais, usados no tratamento de ansiedade: Maracugina® (uma associacao
de P. alata, C. oxyacantha e E. mulungu) e Passiflorine® (associacdo de P. incarnata, C.
oxyacanyha e S. alba), sob a forma farmacéutica de comprimido e solugdo oral. Os autores
observaram que ambos 0s medicamentos obtiveram resultados aceitadveis em relacdo a
eficacia e tolerabilidade.

Espécies do género Passiflora sdo largamente utilizadas por sua acao tranquilizante,
sendo as mais relatas as espécies P. incarnata, P. edulis e P. alata. Um estudo que avaliou a
atividade ansiolitica desta ultima mostrou que tanto os flavondides quanto saponinas
presentes podem ser responsaveis por sua atividade, que provavelmente se da através de uma
modulacdo GABAEérgica [33].

O género Erythrina possui cerca de 110 espécies catalogadas. Estas plantas sdo
utilizadas em vérias partes do mundo, popularmente para o tratamento de diversas desordens
do Sistema Nervoso Central (SNC) [34].

3.3.1. Erythrina velutina

A Erythrina velutina é uma planta da familia Fabaceae encontrada no vale do Rio Séo

Francisco e regides semi-aridas do Nordeste brasileiro. Popularmente conhecida como
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mulungu, é utilizada na medicina tradicional por seus efeitos no sistema nervoso central como
ansiolitico e sedativo [35].

Ha& muito tempo a E. velutina é utilizada para fins medicinais. A medicina tradicional
indica seu uso principalmente para ansiedade, infeccGes, entre outros. Entretanto, diversos
pesquisadores buscaram avaliar suas propriedades in vitro e in vivo.

A atividade antimicrobiana foi avaliada por Virtuoso et al, 2005 [36]. Neste estudo,
detectou-se que os compostos contidos numa fracdo hexanica (de menor polaridade), em
relacdo a fracdo etandlica (de maior polaridade) do extrato, apresentou atividade frente a
Staphylococcus aureus e Streptococcus pyogenes. Este resultado demonstra que a propriedade
antimicrobiana da E. velutina pode estar associada a alguns de seus constituintes apolares
(como esterdides e triterpenos).

Entretanto, atividade depressora do sistema nervoso central da E. velutina, atribuida aos
alcalGides, é a mais frequentemente estudada, por diversos pesquisadores.

No estudo de Vasconcelos et al, 2007 [37], detectou-se que extratos hidroalcodlicos de
E. velutina teve efeito anticonvulsivante mais significativo que os extratos de E. mulungu.
Esta atividade foi detectada quando aplicado o modelo de convulsdo induzida por
estriquinina. Dado o mecanismo de acdo desta substancia na inducdo das convulsdes, 0s
resultados sugeriram que os constituintes da E. velutina atuam sobre os mecanismos
inibitérios da glicina. Entretanto, nenhuma das plantas mostrou atividade quando aplicado o
modelo de convulsdo induzida por PTZ (pentilenotetrazol).

Outra acdo destas plantas, detectada no mesmo estudo, foi a potencializacdo do tempo
de sono induzido por pentobarbital. Dantas et al, 2004 [38], ao testar o extrato aquoso de E.
velutina, também detectou esta acdo, caracterizando-a como dose-dependente. Em doses altas,
relata-se ndo sé a potencializacdo do sono, como também uma reducdo da capacidade de
locomocao.

No estudo de Ribeiro et al, 2006 [39], o extrato hidroalcodlico de E. velutina
demonstrou novamente acdo ansiolitica, mostrando porém que, nas doses testadas, o extrato
ndo afetou a capacidade de locomogédo dos animais. Outro teste utilizado, o teste de nado
forgado, ndo mostrou resultados que sugerissem a presenca de atividade antidepressiva em E.
velutina ou E. mulungu. Estes dados contrastam com os obtidos por Onusic et al, 2003 [40],
inferindo que o efeito panicolitico que havia sido detectado para E. mulungu é provavelmente
independente de uma acédo antidepressiva.

Por outro lado, o estudo realizado por Ribeiro et al, 2006 [39], mostrou que a agdo

ansiolitica do extrato hidroalcodlico de E. velutina s6 foi detectada com o seu uso crénico.

Lidiane ®into Correia



Capitulo I: Revisdo bibliogrifica Pagina 30

Alcal6ides isolados da E. mulungu (eritravina e 11-o-hidréxi-eritravina), estudados por
Flausino et al, 2007 [41] apresentam potencial efeito ansiolitico semelhante ao de
benzodiazepinicos comerciais (como o Diazepam), sem, no entanto, afetar a capacidade de
locomocdo dos animais testados. A propriedade anticonvulsivante dos mesmos alcaloides foi
testada por Faggion et al, 2011 [42]. Neste estudo a eritravina se mostrou eficaz, chegando a
impedir convulsBes induzidas por PTZ e &cido cainico em 100% dos animais tratados com
doses de 2 e 3 pg/pL. Ja a 11-o-hidroxi-eritravina impediu 100% das convulsdes induzidas
por bicuculina e N-metil-D-aspartato (NMDA), nos animas que receberam doses de 1 e 2
Hg/uL. Os dois trabalhos demonstram juntos que estes alcaldides possuem uma 6tima
atividade depressora do SNC, ao mesmo tempo ansiolitica e anticonvulsivante.

Craveiro et al, 2008 [43] avaliaram a toxicidade aguda do extrato aquoso de E. velutina,
de acordo com as normas estabelecidas pelo Ministério da Saude, 2004 [44]. Foi constatado
que a dose de 5000 mg kg™ pode ser considerada atéxica, uma vez que néo se detectou
alteracdes nos parametros de bolos fecais, atividade motora, respiracao, reflexo corneal, etc.
Também ndo houve mortalidade dos animais, sugerindo que o uso ndo-crénico do extrato
aquoso de E. velutina na medicina tradicional é seguro.

A capacidade anti-nociceptiva das folhas da E. velutina foi avaliada por Marchioro et al,
2005 [45]. O estudo utilizou modelo de inducdo de inflamacdo por carragenina, e trés testes
para atividade anti-nociceptiva: chapa quente, formalina e inducdo de contra¢fes por acido-
acetico. Os resultados mostraram que o extrato aquoso da E. velutina s6 foi eficaz nos ensaios
envolvendo formalina e acido acético. O fato do extrato ndo apresentar atividade frente ao
modelo de chapa quente, e ser eficaz frente a segunda fase do teste da formalina, permite
sugerir a existéncia de uma capacidade anti-nociceptiva periférica, envolvendo o sistema
opiodide.

Entretanto, Carvalho et al, 2009 [46] investigou 0 mecanismo de acdo do extrato aquoso
de E. velutina. Apos o tratamento dos animais com o extrato, a analise de segmentos do tecido
do ileo mostrou resposta contratil a estimulos elétricos, descartando a possibilidade de um
mecanismo de acdo semelhante a opiaceos. Outros dados mostraram que as contragoes
induzidas pelo extrato foram reduzidas por atropina e tetrodotoxina (um antagonista
muscarinico e um bloqueador de canais de sodio) indicando que o extrato pode atuar por uma
via colinérgica. Os tecidos mostraram resposta contratil a agonistas muscarinicos,
especialmente em relagdo ao mecanismo M3.

Por outro lado, notou-se que as contragdes induzidas pelo extrato foram também

bloqueadas por bicuculina (um bloqueador GABAA), a0 mesmo tempo em que as contragdes
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induzidas por GABA e seus agonistas também foram blogueadas por atropina e tetrodotoxina.
Estas informagOes sugerem que as contragbes podem ser mediadas em parte pelo receptor
GABAA.

Ainda sobre este estudo, vale a pena ressaltar que os receptores GABAa encontrados no
ileo dos animais é semelhante aos encontrados no seu SNC, e uma vez que 0s componentes da
E. velutina provocam sua ativagdo, isto pode explicar o porqué de seu efeito inibitorio sobre o
SNC.

3.3.2. Passiflora edulis

O género Passiflora pertence a familia Passifloraceae que compreende cerca de vinte
géneros e seiscentas espécies [47]. Este € o género predominante desta familia, representado
por aproximadamente quatrocentas espécies, distribuidas especialmente na regido centro-norte
do Brasil. O nome Passiflora é atribuido ao significado mistico das caracteristicas fisicas de
suas flores, nas quais os escritores do século XVI interpretaram suas diferentes partes como
representando os simbolos da Paix&o de Cristo. Por esta razéo, esses vegetais sdo conhecidos
na Europa e América do Norte como flor-da-paixdo [47-48].

Partes aéreas de espécies de Passiflora, especialmente Passiflora alata Dryander,
Passiflora edulis Sims e Passiflora incarnata Linneaus tém sido tradicionalmente utilizadas
na Europa e América para tratar ansiedade e nervosismo [49-50], sendo relatado também, o
uso do maracuja contra febres intermitentes, inflamagdes cutaneas, erisipela e como
medicacdo antigotosa; suas raizes sdo consideradas anti-helminticas e antiinflamatorias, e o0s
frutos sdo utilizados como alimento [51].

As principais substancias bioativas no género Passiflora sdo os flavonoides C-
glicosideos derivados de apigenina e luteolina (vitexina, isovitexina, orientina, isoorientina,
entre outros), considerados atualmente a melhor op¢do de marcadores de qualidade para este
género [52].

Em P. edulis, a presenga dos flavondides vitexina, orientina isovitexina e rutina foi
confirmada por Freitas, 1985 e Miiller et al, 2005 [48, 53], mas novos flavondides foram
encontrados por Bosque-Pérez; Mareck, 1991 [54]: luteolina 6-C-chinovosideo e luteolina 6-
C-fucosideo, estes ultimos ainda nao detectados em outras espécies de Passiflora.

Deste modo, embora diversos experimentos in vivo tenham sido realizados a fim de
precisar a atividade farmacologica de Passiflora, ainda néo € possivel atribuir todos os efeitos
a uma classe especifica de compostos, sendo a provavel acéo resultante do efeito conjunto do

fitocomplexo constituido principalmente por diversos alcal6ides e flavondides [51].
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Lutomski; Malek, 1975 [55], estudando sucos obtidos de P. edulis Sims, forma
flavicarpa e de P. edulis Sims, concluiram que apds administracdo oral a camundongos,
houve diminuicdo significativa da movimentacdo espontanea dos animais, bem como
diminuicdo da irritabilidade e aumento no tempo de busca a alimentos. Este efeito sedativo do
suco de P. edulis foi atribuido & presenca de pequenas quantidades de alcaldides do grupo
harmana e flavondides.

Vale; Leite, 1983 [56] constataram que o extrato aquoso de folhas de P. edulis apresenta
baixa toxicidade, evidenciada pela elevada DL50 por via intraperitoneal (1000 mg/kg). O
extrato de P. edulis apresentou atividade depressora geral do SNC, uma vez que ocasionou
diminuicdo na movimentacdo espontanea de camundongos, potenciou a acao hipnética do
pentobarbital e induziu modificacGes tais como: prolongamento do tempo de sono barbiturico,
reducdo da temperatura corporal, potenciacdo da acdo de outros depressores como a morfina,
bloqueio parcial do efeito estimulante da anfetamina, catatonia e ptose palpebral. A infusdo de
folhas (ch&) também foi eficiente na potencializacdo da acdo hipnética do pentobarbital, sendo
esta atividade idéntica a do extrato aquoso de folhas. Este fato € de grande relevancia, uma
vez que esta forma de preparo seria semelhante a empregada com fins terapéuticos. Porém, os
autores destacaram ndo estar completamente elucidado o mecanismo da acéo
psicofarmacoldgica do extrato de P. edulis.

Porém no estudo realizado por Maluf et al, 1991 [57], a toxicidade de P. edulis foi
estudada em ratos, camundongos e voluntarios saudaveis. Verificou-se que algumas amostras
das folhas de P. edulis possuem efeito depressor nao especifico sobre o SNC. Voluntarios
tratados com cha liofilizado de P. edulis a 10% (peso/volume), em geral, ndo apresentaram
mudancas significativas na indugdo do sono. Ja outros, apresentaram mudancas significativas
na inducdo do sono, e outros ainda apresentaram valores aumentados da amilase sérica no dia
apos a ingestdo do cha liofilizado de P. edulis, o que indica toxicidade no tecido pancreético.
Outros apresentaram modificacdes diretas nos niveis de bilirrubina, o que indica disfuncdo
hepatobiliar, aléem de um aumento no nivel de acido urico.

Em estudos comparativos entre P. incarnata e P. edulis utilizando extrato metandlico
em ratos, P. incarnata mostrou-se estatisticamente equivalente ao diazepam, enquanto que P.
edulis ndo exibiu efeito. Concluiu-se no estudo que P. incarnata é a espécie de interesse
medicinal, confirmando a necessidade de discrimina-la claramente da P. edulis [60].

Apesar de tantos estudos com as espécies abordadas anteriormente, ainda ha

necessidade de estudos que caracterizem as drogas vegetais, utilizando tecnologias analiticas,
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ensaios farmacoldgicos e toxicologicos visando assegurar a sua qualidade, eficacia e

seguranga para uso humano.
3.4. Padronizacao das Particulas de Drogas Vegetais

A maior parte dos medicamentos disponiveis ao publico teve sua origem quimica a
partir de vegetais. Como estes sdo usados para fins terapéuticos desde o inicio dos tempos, a
utilizacdo de tecnologias para otimizar sua eficacia é um processo natural.

Em consequéncia disto, a utilizacdo de plantas na medicina tem ganho atencéo por todo
0 mundo [16].

E necessario maior volume de dados cientificos a respeito da eficacia e seguranca dos
fitoterapicos para que estes possam ser largamente incluidos na rotina de prescricao [59].

3.4.1. Granulometria de P6s

A analise granulométrica consiste na determinacdo das dimens@es das particulas que
constituem as amostras e no tratamento estatistico dessa informacdo. Basicamente, o que é
necessario fazer, é determinar as dimensdes das particulas e estudar a sua distribuicdo da
seguinte forma [60]:

v Pelo peso de cada classe dimensional considerada;

v" Pelo volume;

v Pelo nimero de particulas integradas em cada classe.

O conhecimento do tamanho e da distribuicdo do tamanho de particula € um pré-
requisito fundamental para muitas operacdes de producdo e processamento, envolvendo
sistemas de materiais particulados [61-63].

A distribuicdo do tamanho de particula influi significativamente em vérias etapas da
producdo, portanto a sua determinacdo € uma etapa critica em todos os processos que de
alguma maneira envolvam materiais na forma de pds. Caso realizada incorretamente, podem
ser geradas perdas econdmicas decorrentes de produtos de baixa qualidade.

A determinacdo de valores exatos de tamanho de particula é extremamente dificil e
encontram-se obstaculos diferentes para cada uma das técnicas [62-63].

Como cada técnica de analise é baseada em principios fisicos diferentes, os resultados
obtidos por estas analises podem também ser diferentes [62-63].

Na industria farmacéutica, a determinacdo da granulometria de pés é feita por meio de

tamises (peneiras) com diferentes aberturas nominais de malha (um). Os tamises mais
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utilizados séo os de abertura 2000, 710, 500, 355, 250, 180, 125 e 90, que s&o organizados um
sobre os outros como uma bateria [64-65].

As aberturas bem definidas entre os furos de tamises e a granulometria do pé séo
indicadas em mm ou pum. Outra maneira comum de caracterizar um po ¢ através do mesh —
que designa o nimero de malhas por polegada do tamis [64].

A granulometria da matéria-prima vegetal é o parametro que determina a superficie de
contato disponivel para a interacdo com o solvente utilizado na obtencdo de preparacGes
intermedidrias liquidas, como tintura e extratos [66].

E importante que a matéria-prima vegetal esteja suficientemente pulverizada para que se
consiga um rendimento étimo no processo de extragdo dos constituintes quimicos de interesse
farmacéutico [67].

Uma quantidade determinada da droga vegetal em pé é entdo colocada sobre o primeiro
tamis da bateria. A bateria é entdo agitada (em aparelhos ou mesmo manualmente) com
movimentos horizontais rotativos e movimentos verticais, em torno de 15 minutos, no
minimo, de forma a promover a passagem do pdé nas diferentes malhas. O material
remanescente em cada tamis é pesado e a granulometria calculada como porcentagem da
quantidade total. A granulometria do material a ser utilizado vai depender do tipo de extracédo
que sera empregado [64-65].

3.4.2. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

O microscépio eletrénico de varredura (MEV) é um equipamento que pode fornecer
rapidamente informacdes sobre a analise microestrutural de amostras solidas. Sua utiliza¢do é
comum em biologia, farmécia, odontologia, engenharia, quimica, metalurgia, fisica, medicina
e geologia [68].

O principio de funcionamento de um MEV consiste em utilizar um feixe de elétrons de
pequeno diametro para explorar a superficie da amostra, ponto a ponto, por linhas sucessivas
e transmitir o sinal do detector a uma tela catodica cuja varredura estd perfeitamente
sincronizada com aquela do feixe incidente [69-70].

O principio de operagdo baseia-se fundamentalmente na quantificacdo dos elétrons
secundarios emitidos por uma amostra como resposta a uma excitacdo eletrénica incidente.
Esta medida de elétrons secundarios (ES) permite uma definicdo qualitativa da morfologia e
topografia da amostra.

Uma das principais raz6es da utilidade da microscopia eletrénica de varredura é a alta

resolucdo das imagens que pode ser obtida quando as amostras sao observadas [68, 71]. Outra
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caracteristica importante do MEV é a aparéncia tridimensional da imagem da amostra,
resultado direto da grande profundidade de campo. Permite, também, 0 exame em pequenos
aumentos e com grande profundidade de foco, o que é extremamente Util, pois a imagem
eletronica complementa a informacéo dada pela imagem Optica [68].

A imagem formada a partir do sinal captado na varredura eletronica de uma superficie
pode apresentar diferentes caracteristicas, uma vez que a imagem resulta da amplificacdo de
um sinal obtido de uma interacdo entre o feixe eletronico e 0 material da amostra. Diferentes
sinais podem ser emitidos pela amostra. Dentre os sinais emitidos, os mais utilizados para
obtencdo da imagem sdo originarios dos elétrons secundarios e/ou dos elétrons
retroespalhados [68, 72].

Os elétrons secundarios sdo bem pouco energéticos. Eles ndo podem percorrer um
trajeto importante dentro do material. Eles provém, portanto, de uma zona da ordem de alguns
angstrons (A) em torno do feixe incidente. Os elétrons secundarios sio as interaces que
permitem obter a melhor resolucéo [68].

Os elétrons retroespalhados possuem uma energia que é em torno daquela do feixe
incidente (choques elasticos). A resolucdo sera, portanto, maior a medida que a tensdo for
mais fraca. Mas é preciso salientar o fato de que se produzem menos elétrons retroespalhados
a medida que a tensdo diminui [68].

Os parametros que mais influenciam na resolucdo da imagem em um MEV sao:

v' Tensdo de aceleracdo dos elétrons;

v Corrente da sonda: quanto maior a corrente, maior é o diametro do feixe;

v Distancia entre a amostra € a lente objetiva.

No ambito farmacéutico a microscopia eletronica de varredura vem sendo utilizada na
identificacdo farmacognoéstica das espécies vegetais, bem como na caracterizacdo da
morfologia e tamanhos de particulas do po [73-74].

O diametro médio das particulas, para a amostra de carqueja (Baccharis trimera Less)
moida foi medido através de microscopia eletrénica de varredura, com aumento de 20 vezes,
utilizando-se o software Size Meter [74].

A analise morfoldgica dos po6s foliolares de 1. suffruticosa e I. truxillensis mostrou
através de MEV que a forma e ornamentacao dos tricomas tectores constituem bons caracteres
para a diagnose da matéria-prima pulverizada “anileira”, desde que as particulas ndo sejam

menores que 53 um [75].
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3.5. Anélise térmica

O termo andlise térmica refere-se a um grupo de técnicas térmicas através das quais uma
propriedade fisica de uma substancia e/ou de seus produtos de reacdo é medida em funcédo da
temperatura e/ou do tempo, enquanto a substancia é submetida a programacéao controlada de
temperatura. No setor farmacéutico, as técnicas mais frequentemente utilizadas séo a
calorimetria exploratoria diferencial (DSC), a analise térmica diferencial (DTA) e a
termogravimetria (TG)/termogravimetria derivada (DTG) [76-77].

Na industria farmacéutica a analise térmica vem sendo largamente utilizada com
diversos fins: caracterizagdo de solidos, estudos de estabilidade e de polimorfismo,
verificacdo de formas cristalinas e amorfas, determinacdo de pureza, interacdo entre

componentes de uma formulacéo, dentre outros [79-80].
3.5.1. Termogravimetria (TG)

A termogravimetria é a técnica na qual a massa de uma substancia é medida em funcéo
da temperatura ou do tempo, enquanto a substdncia é submetida a uma programacao
controlada de temperatura. Os experimentos sdo executados por meio de uma termobalanca de
elevada sensibilidade, reprodutibilidade e resposta rapida as variacdes de massa [78].

O registro é feito através de uma curva TG ou termogravimétrica que fornece
informacdes relativas a composicdo e estabilidade térmica da amostra, dos produtos
intermediéarios e do residuo formado. Dada a natureza dindmica da variacdo de temperatura da
amostra para originar curvas TG, alguns fatores podem influenciar a natureza, a precisdo e a
exatiddo dos resultados experimentais. Segundo Craig; Reading, 2007; Canevarolo-Junior,
2004 e Wendlandt, 1986 [82-84] entre estes fatores destacam-se:

v’ Fatores instrumentais: razdo de aquecimento, atmosfera (N2, ar ou outros), fluxo do
gas, composicdo e geometria do porta amostra, bem como tamanho e forma do
forno;

v Fatores relacionados as caracteristicas da amostra: quantidade, granulometria,
forma cristalina, empacotamento, condutividade térmica, solubilidade dos gases

liberados da amostra e calor de reagéo envolvido.
3.5.2. Analise térmica diferencial (DTA)

A anélise térmica diferencial mede a diferenca de temperatura (DT) entre a substancia e

o material de referéncia (termicamente estavel) em funcdo da temperatura ou do tempo,
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enquanto ambos sdo submetidos a uma programacdo controlada de temperatura. A
temperatura € medida por termopares conectados aos suportes metéalicos dos compartimentos
onde s&o acondicionados a amostra e o material de referéncia, ambos contidos no mesmo
forno. As variacdes de temperatura na amostra sdo devidas as transi¢cdes entalpicas, reacoes
endotérmicas e/ou exotérmicas [78].

As curvas DTA representam os registros de AT em funcdo da temperatura (T) ou do
tempo (t), de modo que os eventos sdo apresentados na forma de picos. Os picos ascendentes

caracterizam os eventos exotérmicos e os descendentes os endotérmicos [82, 84-85].
3.5.3. Analise térmica aplicada a drogas vegetais

Silva; Paola; Matos, 2007 [81] descreveram que a andlise térmica representa um
conjunto de técnicas importantes para a caracterizacdo de matérias-primas vegetais, podendo
ser aplicadas rotineiramente pela industria farmacéutica.

Diversos estudos utilizando técnicas térmicas para caracterizacdo de matérias-primas
vegetais sdo relatados na literatura. Alguns exemplos sdo descritos a seguir.

Benicio; Neto; Sousa, 2010 [86] empregaram estas técnicas para avaliar o
comportamento térmico do 6leo extraido de sementes de Nim Indiano (Azadirachta indica). O
estudo possibilitou a verificacdo da decomposicdo do 6leo, que ocorre em trés etapas. A
primeira inicia a 197,18 °C e representa perda de 69,16% de massa (relativa a decomposi¢do
de &cidos graxos poliinsaturados), a segunda tem inicio a 388,39°C, com perda de 14,90% da
massa inicial (relativo aos acidos graxos monoinsaturados) e a terceira etapa, que ocorre a
partir de 440,36 °C, representa perda de 14,15% da massa inicial, e € atribuida a
decomposic¢do dos &cidos graxos saturados.

Utilizando TG/DTG e DSC Reda et al, 2005 [87] determinaram o comportamento
térmico dos 6leos provenientes das sementes de liméo rosa (Citrus limonia Osbeck) e liméo
siciliano (Citrus limon). Através destas técnicas, foi possivel detectar que a decomposicédo
térmica desses Oleos ocorre a temperatura de 250 °C, caracterizando esses 0leos como
portadores de uma boa estabilidade térmica. A partir de avaliagbes termoanaliticas,
espectroscopicas e cromatograficas, neste estudo, foi possivel concluir que os Oleos das
sementes de limdo rosa e limao siciliano podem ser utilizados como fonte alimenticia.

Araujo et al, 2006 [77] determinaram o teor de umidade e cinzas em vérias amostras de
guarana (Paullinia cupana Kunth), obtidas comercialmente, atraves de TG/DTG e DSC,
comparando com as metodologias oficiais para estas determinacdes, previstas na Farmacopéia

Brasileira (1988). O estudo obteve resultados satisfatorios, uma vez que ambas as
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metodologias levaram a resultados semelhantes de umidade e cinzas totais. Das amostras
estudadas, todas estavam dentro do limite aceitdvel de umidade (abaixo de 14%) e oito delas
estava acima do limite aceitavel do teor de cinzas totais (acima de 2%) o que foi considerado
como um provavel indicador de adulteracéo.

Percebe-se, portanto, através dos dados desse estudo que o método termogravimétrico
apresenta vantagem, uma vez que requer menor gasto de tempo e de materiais, permite a
verificacdo simultdnea do teor de umidade e cinzas, permite o acesso a todo o perfil
termoanalitico da amostra, além de apresentar menor margem de erro. No estudo realizado
por Noriega et al, 2010[88] os métodos de termogravimetria (TG), termogravimetria derivada
(DTG) e calorimetria exploratoria diferencial (DSC) foram utilizados para avaliar o
comportamento térmico de Passiflora edulis Sims., em comparacdo com sua provavel
substancia marcadora, a rutina. As analises termogravimétricas indicaram que a
decomposic¢do térmica das amostras de folhas, galhos, bem como da rutina ocorrem em trés
etapas. Por outro lado, a curva DSC da amostra de rutina mostrou acentuada diferenga
entalpica da decomposicdo desta em relacdo as amostras de casca e folhas da planta.

Para controle da qualidade de extratos de Cissampelos sympodialis Eichl. (milona),
Aragdo, 2002 [89] utilizaram a termogravimetria. Os autores verificaram que o
comportamento térmico dos extratos de raizes e folhas de milona assemelhou-se ao dos
alcaldides warifteina e metilwarifteina. Desta forma, detectou-se que devido a alta
estabilidade térmica dos componentes do extrato (que se decompdem em temperaturas
superiores a 200,00 °C), é possivel realizar sua secagem (para melhor aproveitamento
industrial) através de métodos que utilizam altas temperaturas a exemplo do spray dryer.

Silva-Janior et al, 2006 [90] utilizaram, também, a termogravimetria para padroninar
extratos nebulizados e liofilizados de Symphytum officinale L., secos com o adjuvante
hidroxietilcelulose (HEC). Novamente, a TG obteve resultados semelhantes aos ensaios
gravimétricos de perda por dessecacdo, mostrando sua exatiddo. O estudo detectou que o
extrato seco inicia sua decomposicéo a temperatura de 120,00 °C.

Camelo, 2009 [91] utilizou a termogravimetria e a calorimetria exploratdria diferencial
para caracterizar o extrato liofilizado de Vismia guianensis, mostrando que sua decomposicéo
ocorre em cinco estagios, sendo os dois primeiros relativos a perda de agua e compostos
volateis. A partir dos dados provenientes de TG e DSC, pOde-se detectar na amostra um teor
de 12,00% de umidade. Foi detectado também que os componentes do extrato sofrem
decomposigdo exotérmica a temperatura a partir de 368,00 °C, resultando numa porcentagem

de cerca de 1,64% de cinzas.
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Diante dos resultados expostos, podemos afirmar que a andlise térmica € uma
importante ferramenta, que quando adequadamente utilizada, pode ser utilizada no controle da
qualidade de matérias-primas e produtos fitoterapicos na industria farmacéutica, garantindo

maior seguranca e eficacia de seu uso.
3.6. Pirdlise acoplada a CG/EM

A palavra pir6lise possui origem grega e significa “decomposi¢ao pelo calor”, ou seja, a
degradacdo de um material por energia térmica. No entanto, a pirélise analitica € uma técnica
de caracterizacdo de determinado material, na auséncia de oxigénio, pelas reacdes de
degradacdo quimicas induzidas por energia térmica. Esse processo resulta em um conjunto de
pequenas espécies moleculares, as quais sdo relacionadas a composi¢do da amostra original
[92-94].

A espectrometria de massa € uma técnica analitica baseada na determinacdo da massa
atdbmica ou molecular de uma espécie individual numa amostra. O grande desenvolvimento da
técnica, resultando no aumento de sua aplicabilidade, ocorreu a partir da década de 70, devido
ao acoplamento as técnicas cromatograficas, ao surgimento de novas formas de ionizacdo, e
ao desenvolvimento de computadores e aplicativos. A importancia do seu acoplamento com
técnicas cromatograficas deve-se ao tipo de informacdo que se obtém, como identificacdo de
compostos, quantificagdo de compostos conhecidos e elucidagdo da estrutura e de
propriedades quimicas de moléculas. Na espectrometria de massa, moléculas gasosas sdo
ionizadas, aceleradas por um campo elétrico para um analisador, numa regido de alto vacuo, e
entdo separados de acordo com sua relagdo massa/carga. A grande quantidade de energia que
normalmente é fornecida a molécula para que ocorra a ionizacao, faz com que esta fragmente,
resultando em espectros de massas caracteristicos de cada substancia. O espectro de massas
corresponde a abundancia relativa dos ions em funcdo da razdo massa/carga (razdo m/z) [95].

A cromatografia acoplada a espectrometria de massa é uma técnica usada tanto para a
identificacdo qualitativa e quantitativa quanto para a medi¢do de componentes individuais em
misturas complexas. O fato da fase movel ser um gas cria caracteristicas Unicas adicionais,
uma das quais tem a ver com mecanismo da separagéo, visto que envolve as pressdes de vapor
relativas dos componentes, pois como a fase movel é um gas, os componentes da mistura
também devem ser gases, ou pelo menos liquidos, com pressdes de vapor relativamente alta
sendo necessario utilizar temperaturas elevadas para que os componentes da mistura a ser

separados se apresentem como uma fase gasosa movel [96].
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Desta forma pode-se associar a pirolise a cromatografia gasosa para obtencdo de
compostos ou fragmentos na fase gasosa. Quando essa associacdo ou acoplamento inclui
também a espectrometria de massas, as espécies produzidas podem ser identificadas e/ou

quantificadas [97].
3.6.1. Aplicagdes da pirolise acoplada a CG/EM

A técnica de pirdlise isolada, ou associada a outras técnicas pode ser aplicada com
diversas finalidades. Alguns exemplos de sua aplicacdo sdo mostrados a seguir:

As misturas de poliestireno (PS) usando varias proporc¢des de cloreto de vinilo (PVC)
foram analisadas utilizando termogravimetria dindmica em atmosfera inerte até 800 °C em
diferentes razBes de aquecimento. Utilizou-se também pirolise acoplada a cromatografia
gasosa e espectrometria de massa (Pir-CG/EM) em intervalo de temperatura (330-370 °C)
[98].

Em estudo realizado por Ertas; Alma, 2010 [99] foi produzido e caracterizado
biocombustivel a partir de Laurus nobilis L.. Os efeitos de diferentes temperaturas de pirdlise,
tamanhos de particulas e taxas de fluxo de gas de arraste sobre os rendimento e composi¢édo
dos produtos de pirolise foram investigados. Verificou-se que a temperatura de pir6lise e
vazdo do gas de arraste teve um forte efeito sobre o rendimento dos produtos da pir6lise. O
bio-6leo obtido em condicBes 6timas de pirdlise foi analisado através de analise elementar por
cromatografia de coluna, Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR), cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-EM) e Cromatografia de Permeacdo em Gel
(CPG).

Em outro estudo, realizado por Acikgoz; Kockar, 2009 [100], a pirélise foi aplicada
para caracterizacdo do Oleo obtido a partir de sementes de linhaga (Linum usitatissimum L.).
A composicao quimica do 6leo e fracdes foi investigada através de técnicas cromatogréaficas e
espectroscopicas (RMN 1H, IR). Os resultados da cromatografia de adsor¢do do Oleo
mostraram que o mesmo consiste em 88% em peso de n-pentano soluvel.

No estudo realizado por Miranda et al, 2009 [101] trés produtos diferentes foram
obtidos a partir da pir6lise de casca de laranja. O bio-6leo obtido foi caracterizado por
CG/EM. A anélise termogravimétrica em 1, 5, 10, 20 e 40 °C min™, mostrou trés diferentes
etapas sobrepostas resultando em uma perda de massa média de 80% na faixa de temperatura
de 114 a 569 °C. O bio-6leo caracterizado por CG/EM e FTIR permitiu a identificacdo de
limoneno como seu principal componente enquanto que outros compostos identificados

incluiram d-limoneno, alcoois, fendis, benzeno, tolueno, xileno e &cidos carboxilicos.
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As plantas das espécies Rhus vernicifera, Rhus succedanea e Melanorrhoea usitate
foran estudadas utilizando pirélise acoplada a cromatografia gasosa/espectrometria de massa
(Pir-CG/EM) para a identificacdo das mesmas. Os resultados mostram que a pirélise € uma
técnica alternativa que pode ser eficiente para identificacdo das espécies [102].

Foi investigada a utilidade da técnica de pirdlise acoplada & cromatografia a
gas/espectrometria de massas (Pir-CG/EM) na avaliagdo da identidade e reprodutibilidade de
diferentes marcas e lotes de amostras comerciais de Cymbopogon citratus Stapf.
(comercializado como chd). A analise de componentes principais dos dados de pir6lise foi
capaz de representar 84,7% da variabilidade total nos dois primeiros componentes calculados
e levou a correta classificacdo das amostras testadas. O método foi capaz de revelar diferencas
importantes entre amostras, quando diferentes lotes da mesma marca foram comparados
[103].

Anélise termoquimica acoplada a cromatografia gasosa e espectrometria de massa
(CG/EM), foi aplicada para a determinacdo de alquilfendis em folhas de Ginkgo biloba.
Analise Termoguimica acoplada a Cromatografia Gasosa (TMAH-GC) permitiu determinacéo
altamente sensivel de alquilfendis, incluindo &cidos ginkgolic, ginkgols e seus derivados
metilos nos pirogramas obtidos [104].

A impresséo digital (fingerprint) de Dendrobium candidum Wall. ex Lindl. de trés
diferentes localizagbes geogréaficas e duas outras espécies diferentes foram analisados a partir
de pirolise acoplada a cromatografia gasosa. As impressdes digitais de 16 amostras de
diferentes locais de crescimento e espécies apresentaram boa similaridade e reprodutibilidade.
Além disso, a discriminacdo das amostras de diferentes locais de cultivo e espécies foi obtida
por analise de agrupamento hierarquico. Assim, concluiu-se no trabalho, que a impressdo
digital Pir-CG-EM combinada com enfoque guimiométrico € um método simples, rapido e
seletivo que € adequado para o controle de qualidade das matérias-primas de fitoterapicos
[105].

3.7. Ensaios Farmacologicos: Ansiedade

Para se estudar os mecanismos neurais envolvidos na ansiedade ou para se determinar a
atividade ansiolitica de uma droga, é de fundamental importancia a utilizagdo dos chamados
modelos experimentais [106].

A maioria dos modelos experimentais que utilizam animais de laboratorio para avaliar a

ansiedade baseia-se, principalmente, em situacdes conflitantes, como, por exemplo, colocar
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animais em um ambiente estranho (“estressante”) ou em frente a um predador, gerando
algumas altera¢cBes comportamentais, acompanhadas de desvios fisiologicos [107].

Assim, 0 que se reproduz nos animais € um estado semelhante a ansiedade no homem,
medida através de sinais exteriores, como a atividade exploratdria, locomotora e social, que

podem ser avaliados por meio de testes relativamente simples de serem realizados [106].
3.7.1. Labirinto em Cruz Elevado

O Labirinto em Cruz Elevado é comumente usado como modelo ndo-condicionado de
ansiedade em roedores [108-109]. Foi utilizado, inicialmente, por Handley e Mithani em
1984, a partir de um modelo criado por Montgomery em 1955 [110].

Bradley et al, 2007 [109] descrevem que o teste do labirinto em cruz elevado mostra
sensibilidade bidirecionada para agentes ansioliticos e ansiogénicos através do livre acesso
gue o animal tem a ambiente que provoca e outro gque alivia a ansiedade, ou seja, um braco
escuro, protegido e fechado ou um brago ndo protegido, iluminado e aberto. O aparelho é
designado, portanto, para diferenciar respostas ansioliticas e ansiogénicas por meio de efeitos
puramente locomotores, examinando a preferéncia do animal pelo ambiente aberto ou
fechado, as medidas comportamentais incluem a freqiiéncia de entradas e a duracdo do tempo
gasto nos bracos e na plataforma central.

Esta metodologia se baseia no comportamento natural relatado como ansiedade em
roedores que preferem permanecer em ambiente escuro, perto de paredes e evitar alturas, e
guando, portanto, condicionados a um ambiente aberto, claro e ndo protegido mostram sinais
de ansiedade-congelamento, defecacdo e mic¢do. Se o agente em estudo possui propriedades
ansioliticas, o animal explora ambos os bragos, abertos e fechados, mas tipicamente entrara
com maior frequiéncia e permanecerd mais tempo nos bracos abertos. Uma maior intensidade
de “ansiedade” equivale a maior preferéncia nos bragos fechados [111].

O Labirinto em Cruz Elevado € feito de plastico e consiste em quatro bragos, sendo dois
bracos com paredes laterais e sem cobertura (bragcos fechados), medindo 30 cm de
comprimento por 6 cm de largura e 16 cm de altura, colocados perpendicularmente a dois
bragos desprovidos de paredes laterais (bragos abertos) com o mesmo comprimento e largura.
Cada braco é posicionado a 90° do braco adjacente e cruzam-se numa area central onde o
animal é posicionado. O labirinto é apoiado sob um suporte com 25 cm elevado em relagdo ao

solo.
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Figura I-1: llustracdo do Labirinto em cruz elevado.

3.8. Ensaios de Citotoxicidade

Com o controle cada vez mais rigoroso em relacdo ao uso de animais de laboratorio, ha
a necessidade de desenvolver e padronizar testes in vitro que possam detectar a toxicidade de
dispositivos para uso em seres humanos, principalmente aqueles de aplicagdo clinica.

Os testes de citoxicidade consistem em colocar o material a ser testado direta ou
indiretamente em contato com uma cultura de células, e em tempo apropriado, observar as
alteracdes celulares que este material ocasionou. As alteragdes celulares podem ser
observadas de diferentes modos, como por exemplo, a incorporacdo de corantes vitais ou a
inibicdo da formacdo de col6nias celulares provocadas pela acdo de certas substancias. O
parametro mais utilizado para se testar a toxicidade de um material é a avaliacdo da
viabilidade celular que uma cultura de células apresenta ap6s permanecer em contato com este
material. Esta viabilidade s6 podera ser detectada caso seja incorporado/ ao meio de cultura
um corante vital. Estes corantes sdo captados rapidamente pelas células vivas, atravessam a
membrana celular fixando-se na matriz lisossomal corando as células. Quando os materiais
testados apresentam-se nocivos as células, estas entram em processo de necrose ocorrendo 0
rompimento da sua membrana, e consequentemente, liberam o corante. Este processo
determina ao redor e sob o material uma regido com celulas mortas descoradas denominadas
de “halo de inibi¢ao”. Deste modo, ¢ possivel diferenciar células vivas das células mortas pela
intensidade ou auséncia de coloragdo que a célula apresenta ao final do ensaio [112].

O estudo in vitro utilizando culturas de células tem se mostrado preferencial devido a

homogeneidade das amostras e a facilidade de uma padronizacédo, pois é possivel o controle
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de fatores tais como: pH, temperatura, pressao osmotica, tensdo de CO2 e de O2. Porém,
algumas desvantagens devem ser consideradas para este método de estudo, entre elas
podemos citar a necessidade de se trabalhar em ambiente estéril e asséptico, 0 que exige certa
pratica por parte do pesquisador, e ainda, o custo de um experimento feito em cultura de

celulas é muito maior do que o mesmo feito em animais [113-114].
3.8.1. Ensaio do Vermelho Neutro

O ensaio de incorporacdo do vermelho neutro é um teste in vitro eficaz, reprodutivel e
quantitativo para selecionar substancias potencialmente tdxicas. Esta baseado no fato de que o
vermelho neutro é um corante solGvel em &gua e que passa através da membrana plasmaética e
se concentra nos lisossomas de células vivas onde se fixa por ligagdes eletrostaticas nos sitios
anionicos da matriz lisossomal. Muitas substancias danificam as membranas celulares e
lisossomais resultando no decréscimo de captura e ligacdo do vermelho neutro. Portanto €

possivel distinguir entre células vivas e mortas pela medida da intensidade de cor final [115].
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Resumo

Técnicas analiticas vem sendo utilizadas para caracterizar drogas vegetais, seus
derivados e produtos. O objetivo desse trabalho consistiu na caracterizacdo do pd de
Erythrina velutina Willd obtido em diferentes tamanhos de particula. As amostras utilizadas
foram denominadas de MUFO01 (710um), MUFO3 (180 um) e MUFO05 (75 pm). As técnicas
empregadas foram microscopia eletronica de varredura (MEV), anélise térmica através da
termogravimetria (TG) e da analise térmica diferencial (DTA), junto com a pir6lise acoplada
a cromatografia gasosa/espectrometria de massa (Pir-CG/EM). MEV detectou divergéncia nos
resultados esperados da granulometria. As técnicas termoanaliticas (TG e DTA) mostraram o
perfil de decomposi¢do térmica das amostras, correspondente a fenémenos fisicos e quimicos
ocorridos. Os dados cromatograficos relativos a area de pico dos compostos analisados
evidenciaram diferencas na composicdo quimica das amostras MUF01, MUF03 e MUF05 a
300, 450 and 600 °C. Neoftadieno 2,6,10-Trimetil, 14 e 3-Eicosino foram as substancias
identificadas nessas trés temperaturas, classificando e diferenciando os pds das plantas pelo
valor das areas de pico na seguinte ordem decrescente: MUF05>MUF03>MUF01, fato
confirmado pelo fluxo de calor no DTA, perda de massa no TG e uniformidade de tamanho
do MEV.

Palavras-chave: Erythrina velutina Willd, Pir-CG/EM, Analise térmica, Microscopia
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1. Introducéo

Erythrina velutina Willd (Fabaceae) é uma arvore endémica das regides semi-aridas do
Brasil. Esta espécie é conhecida popularmente como "mulungu™. Na medicina popular é
utilizada como sudoripara, calmante e no tratamento de verminoses [1-2].

O processo de pulverizagdo da matéria-prima vegetal constitui uma etapa critica na
obtencdo de preparacfes intermediarias e de medicamentos fitoterapicos, desse modo, o
controle da tenuidade de p0s € uma etapa importante no processo de producéo [3].

Métodos analiticos vem sendo utilizados para auxiliar na caracterizacdo de compostos
oriundos de droga vegetal, seus extratos e produtos. A MEV é utilizada para caracterizar a
morfologia e analise do tamanho de particulas de drogas vegetais [4-9]; a analise térmica e a
pirélise acoplada a cromatografia gasosa/espectrometria de massa para autenticar e avaliar a
qualidade de produtos farmacéuticos [10-11], bem como de extratos nebulizados de plantas
medicinais como E. mulungu [12] e de diferentes marcas e lotes de chas de Cymbopogon
citratus [13], através da caracterizacdo e decomposicdo térmica de drogas e andlise da
impressao digital.

O objetivo deste trabalho consistiu em aplicar a Microscopia eletrénica de varredura
(MEV), técnicas termoanaliticas (Termogravimetria (TG) e Andlise Térmica Diferencial
(DTA)) e pirdlise acoplada a cromatografia gasosa/espectrometria de massa (Pir-CG/EM)

para caracterizacdo de pds com diferentes tamanhos de particula de Erythrina velutina Willd.
2. Materiais e Métodos

2.1. Material Botanico

O material botanico utilizado neste estudo foi coletado no Municipio de Lagoa Seca-PB,
sob coordenadas geograficas: latitude (07°09°10”), longitude (35°48°45”), altitude 585 m, e a
distancia da sede de 5 Km, durante os meses de marco e abril de 2010, com o apoio da equipe
técnica da Empresa de Assisténcia Técnica e Extensdo Rural da Paraiba (EMATER-PB).

A Erythrina velutina Willd foi identificada por comparacdo com exsicatas ja
depositadas no Herbéario Prof. Jayme Coelho de Moraes, pelo boténico Prof. Dr. Leonardo

Félix, conforme registro: 10240.
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2.2. Preparacao dos Pos

As folhas de Erythrina velutina foram desidratadas em estufa com circulagcdo de ar com
temperatura controlada de 40 °C. O material seco foi moido usando um moinho de quatro
facas mdveis e quatro fixas, da marca Marconi , modelo Willey, acoplado a um tamis de 10
mesh.

A droga vegetal pulverizada foi submetida a um sistema de peneiras com diferentes
tamanhos de poros: 710, 355, 180, 150, e 75 um. Os poés obtidos nestas diferentes
granulometrias foram acondicionados separadamente em frascos de polietileno branco fosco
devidamente fechados, para protecdo da luz e da umidade e armazenados em temperatura
ambiente, em média de 25 °C.

As amostras de 710, 180 e 75 um foram caracterizadas por microscopia eletronica de
varredura; termogravimetria, analise térmica diferencial e pirdlise acoplada a cromatografia

gasosa/espectrometria de massa.
2.3. Determinac¢do do Tamanho de Particulas

As andlises microscopicas dos pos das plantas em diferentes granulometrias foram
realizadas através de um microscépio eletrébnico de varredura, modelo MEV TM-1000,
Hitachi. Devido as irregularidades das particulas, o maior lado visualizado foi considerado

como parametro de medida.
2.4. Estudos de Analise Térmica
2.4.1. Termogravimetria (TG)

As curvas termogravimétricas dinamicas dos pds das plantas em diferentes
granulometrias (710, 180 e 75 pm) foram obtidas em uma termobalanga modelo TGA-50H,
da Shimadzu, na razdo de aquecimento de 10 °C min*, variando de 25 °C até temperatura de
900 °C. Utilizou-se atmosfera de nitrogénio e de ar sintético, com fluxo de 50 mL min™. Foi
utilizado massa de 5,00 + 0,05 mg acondicionada em cadinho de alumina para cada amostra.
A calibracdo da termobalanga foi feita utilizando oxalato de calcio monohidratado. As curvas
foram analisadas atraves do software Tasys 60, da Shimadzu, para caracterizar as etapas de

perda de massa.
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2.4.2. Analise Térmica Diferencial (DTA)

As curvas térmicas diferenciais dos pos das plantas em diferentes granulometrias (710,
180 e 75 um) foram obtidas em um analisador térmico diferencial, modelo DTA-50, da
Shimadzu, na razdo de aquecimento de 10 °C min ?, variando de 25 °C até temperatura de 900
°C, em atmosfera de nitrogénio, com fluxo de 50 mL min®. As amostras foram
acondicionadas em cadinho de alumina utilizando massa de 5,00 + 0,5 mg para cada amostra.
A calibracdo do equipamento foi realizada através do ponto de fusédo e entalpia dos padrbes de
indio e zinco. As curvas térmicas diferenciais foram analisadas usando o programa Tasys 60,

da Shimadzu.
2.5. Pirolise acoplada a CG/EM (Pir-CG/EM)

O processo pirolitico foi realizado usando um pirolizador (SHIMADZU, Pyr-4A),
diretamente acoplado a um sistema de Cromatografia gasosa/Espectrometria de massas
(SHIMADZU, GCMS-QP5050A). Foi utilizada uma coluna capilar com fase estacionaria
fenil:dimetilpolissiloxano (5:95) (com 30 m de comprimento, 0,25 mm de diametro interno e
0,25 um de tamanho de particula). A temperatura da interface foi de 300 °C. O forno foi
operado com a seguinte programacao de temperatura 50 °C (inicial) e 15°C min™ até 280 °C,
permanecendo nessa temperatura por 5 minutos. Utilizou-se como gas de arraste 0 Hélio a um
fluxo de 1,7 mL min® e uma razdo de split de 1:20. O espectrometro de massas foi
configurado para varrer uma faixa de massa entre m/z 50 e 450. Os espectros de massas foram
obtidos por impacto eletrénico a uma energia 70 eV.

A amostra correspondente a uma minudscula porcdo dos pos das drogas vegetais foi
colocada em cadinho de platina e introduzida no pirolisador nas temperaturas de 300, 450, e
600 °C, selecionadas de acordo com as etapas de termodecomposicdo visualizadas através da
termogravimetria das amostras estudadas.

Os compostos quimicos produzidos nos processos piroliticos foram identificados
através da analise comparativa com os espectros de massa da biblioteca Wiley, 6' Edicédo para
0 Class-5000.
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3. Resultados e Discussdes

3.1. Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

A Figura 11-1 mostra os diferentes tamanhos de particulas das amostras MUF 01, 03 e
05. E importante verificar em cada uma das amostras a diversidade morfoldgica dos granulos,
0 que demonstra limitagdes no processamento de plantas para obtencdo de pds uniformes.

MUFOL

7

Figura I1-1: Eletromicrografias de varredura dos pds da planta em trés diferentes tamanhos
de particulas: MUF01, MUF03 e MUFO05, correspondendo a 710, 180 e 75 um,
respectivamente.

Avaliando as imagens obtidas da MEV, determinou-se os tamanhos das particulas para
cada po, utilizando uma ferramenta do ImagelJ, a qual relaciona tamanho com megapixels e
cujos valores foram transferidos para uma planilha do excel. Os valores medianos e os limites

inferiores e superiores mostraram a seguinte distribuicdo de tamanhos de particulas por
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amostra, MUF01 573,14 pm, variando de 234,2-1000 um; MUF03 307,86 pum, variando de
236,2-854,1 um e MUFO05 62,3 um, variando de 44,3-89,5 um, respectivamente.

Algumas excec¢des foram verificadas na microscopia eletrdnica, como a presenca de
particulas com tamanhos superiores ao diametro preconizado pelas malhas. Por exemplo, para
a amostra MUF01, encontrou-se particulas medindo 1000 um; da mesma forma pode ser
visto, particulas maiores que 800 um para a amostra MUFO03, isto ocorre pelo fato da largura
dessas particulas serem menor que 710 pum e 180 um. Para a amostra MUF05, visualizou-se
maior homogeneidade no tamanho de particulas, embora se verifique diferentes morfologias.

A determinacdo do tamanho de particulas por peneiras granulométricas, ou técnicas que
permitam a passagem de particulas em diferentes posi¢cGes conduz a erros técnicos na
afirmacdo de que, aquele produto pulverizado contém particulas de tamanho abaixo daquele
diametro preconizado.

A determinacdo do tamanho de particulas por tamisacdo ndo assegura que as particulas
retidas em cada tamis sdo menores que o diametro pré-determinado pelas malhas. A
caracterizacdo por MEV conseguiu detectar essas anomalias de tamanhos e morfologias de
particulas, permitindo uma melhor avaliacdo na tecnologia de producdo dos pds das drogas

vegetais.
3.2. Estudos de Andlise Térmica
3.2.1. Termogravimetria (TG)

As curvas termogravimétricas dindmicas em atmosfera de nitrogénio (Figura 11-2) das
amostras MUF01, MUF03 e MUFO5 apresentaram trés etapas de decomposicdo. A primeira
etapa que ocorreu na faixa de temperatura de 30-137 °C pode ser atribuida a perda de volateis,
majoritariamente agua, representando 5,4; 5,7 e 4,7%, para MUF01, MUF03 e MUFO05,
respectivamente.

A segunda etapa de decomposicdo representa a degradacdo do conjunto dos macro e
micro constituintes da amostra, ocorrendo nas faixas de temperatura de 231,0-350,0 °C;
230,0-349,0 °C e 230,0-344,0 °C correspondendo a uma perda de massa de 37,3% 38,2% e
34,3%, para MUF01, MUF03 e MUFOQ5, respectivamente.

A terceira etapa de decomposi¢cdo correponde aos residuos ndo degradaveis em
atmosfera inerte, sendo que a 900 °C a amostra MUFO1 manteve esse residuo em um valor

maior que a MUFO3, e esta por sua vez maior que a MUFO05. As faixas de temperatura e a
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porcentagem de perda de massa paras as amostras MUF01, MUF03 e MUFO5, foram de:
350,0-900 °C (27,2%), 349,0-900 °C (35,0%) e 344,0-900 °C (43,3%).

100.0f
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Figura 11-2: Curvas termogravimétricas dindmicas em atmosfera de nitrogénio dos pos das
folhas de Erythrina velutina.

A perda de massa final foi crescente com a diminui¢do do tamanho das particulas, sendo
de 69, 79 e 82% para MUFO01, MUF03 e MUFO05, respectivamente, obedecendo a seguinte
ordem: MUF01<MUF03<MUFO5.

O perfil de decomposicao térmica dinamica em atmosfera de ar sintético dos pds das

folhas de Erythrina velutina nos tamanhos de particula 710, 180 e 75 pum, esta representado
na Figura 11-3.
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Figura 11-3: Curvas termogravimeétricas dindmicas em atmosfera de ar sintético dos pos das
folhas de Erythrina velutina.
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As curvas termogravimétricas dindmicas em atmosfera de ar sintético das amostras
MUF01, MUF03 e MUFO5 apresentaram quatro etapas de decomposi¢cdo. A primeira etapa
ocorreu na faixa de temperatura de 31-188 °C referente a perda de volateis, majoritariamente
agua, nas proporcdes de 7,7; 7,8 e 7,3%, paras as amostras MUF01, MUF03 e MUFO05,
respectivamente. A segunda etapa de decomposi¢do das amostras ocorreram nas seguintes
faixas de temperatura e perda percentual de massa, MUFO01227,8-353 °C (40,5%);
MUFO03 219,3-347 °C (41,8%) e MUFO05 240-355 °C (38%). A terceira etapa ocorreu nas
faixas de temperatura e perda de massa percentual MUFO01 353,0-461,4 °C (15,4%);
MUFO03 347,0-471,5 °C (20,5%) e MUF05 355-478 °C (21,0%). A quarta etapa ocorreu nas
faixas de temperatura e perda de massa percentual MUFO01461,4-513,6 °C (19%);
MUF03 471,5-518,5 °C (16,7%) e¢ MUFO05478-552,1 °C (13,1%). A amostra MUF05
mostrou maior proporcao de residuos ndo-degradaveis, equivalendo a aproximadamente 20 %

de massa.
3.2.2. Andlise Térmica Diferencial (DTA)

As curvas térmicas diferenciais dos pds da droga vegetal em diferentes tamanhos 710,
180 e 75 pm, estdo representadas na Figura I1-4, por MUF01, MUF03 e MUFO05,

respectivamente.

40.004-

1IMUFO1 10°C min-!
20.00 2/MUFO03 10°C min-!
3/MUFOS 10°C min!

0.004-

Curva DTA
Endotérmico

300.00 300.00 00 600.00 700.00 $00.00 900.00

Temperatura/°C

Figura I1-4: Curvas térmicas diferenciais dos pos das folhas de Erythrina velutina.

Avaliando a faixa de temperatura de 230-380 °C, observa-se a presenca de transi¢des de

fases, visualizadas através da ampliacdo dessa faixa, mostrada na Figura 11-4.
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As alturas dos picos correspondentes a segunda etapa de decomposicdo na
termogravometria em atmosfera de nitrogénio foram: 9,44; 3,09 and 11,12 uV, para MUFO1,
MUF03 e MUFO5, respectivamente.

As temperaturas observadas e alturas de pico correspondentes foram: 335 °C; 344 °C;
354 °C; 363 °C e 380 °C, com energias de 8,30; 9,31; 9,73; 10,12 e 9,68 pV para MUFO01,
1,80; 2,50; 3,40; 3,70 e 4,15 pV para MUFO03; 10,20; 11,30; 12,50; 14,00 e 13,44 pV para
MUFO05. Através da Figura I1-5 pode ser observado a diferenca dos valores de energia entre
as amostras nos pontos selecionados. A amostra MUFO05 mostrou os valores mais elevados de

altura de pico, quando comparado as amostras MUF01 e MUFO3.

—+—MUF01 —o—MUF03 ——MUF05
16

12
/ o
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oo

330 340 350 360 370 380 390
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Figura I1-5: Altura dos picos das amostras MUF01, MUF03 e MUFO05.

A partir de 500 até 900 °C, observa-se uma queda gradativa da linha de base,
correspondente a terceira etapa de decomposicdo até a formacao do residuo ndo degradavel,
visualizada pelas curvas termogravimétricas em atmosfera de nitrogénio.

As perdas de massa registradas atraveés das curvas termogravimétricas foram
confirmadas através da presenga de eventos registrados nas curvas de DTA em faixas de
temperaturas correspondentes para as duas técnicas.

Técnicas termoanaliticas como DTA e TG mostram-se como uma ferramenta util e
auxiliar na caracterizacdo de drogas vegetais, avaliando pardmetros térmicos e produzindo
informacgdes importantes acerca do controle de qualidade de drogas vegetais.

Amostras de drogas vegetais sao misturas multicomponentes de compostos organicos e

inorganicos, e suas curvas de decomposicdo térmica sdo parcelas de fendmenos fisico-
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quimicos que ocorrem quando a mesma € aquecida. Assim, ndo € possivel associar o efeito
térmico e a perda de massa a identificacdo da decomposicdo de um determinado componente
da amostra [14].

Para identificacdo de produtos de degradacdo das amostras, a técnica pirolitica foi
utilizada em associacdo a TG e DTA. Em conjunto tais técnicas sdo Uteis na identificacdo da
regido de “impressdo digital” das amostras de drogas vegetais e na avaliacdo de caracteristicas

de qualidade.
3.3. Pirolise acoplada a CG/EM

Os dados termogravimétricos apresentaram perdas de massa significativa da droga
vegetal do mulungu na faixa de temperatura de 200-600 °C. No intuito de avaliar quais
produtos de degradacdo estavam sendo liberados, as amostras foram submetidas a processo de
pirélise nas temperaturas de 300 °C (Figura 11-6), com 19% equivalente a perda de massa na
TG em atmosfera inerte; 450 °C, correspodendo a 53% e de 600 °C, a 62% de perda de
massa.

Os pirogramas das amostras submetidas a 300°C mostraram diferentes perfis cromatogréaficos
entre as amostras de MUF01, MUF03 e MUFO05, apresentando no entanto dois compostos
comuns as trés amostras, porém com areas de picos diferentes. Os compostos identificados
foram o Neoftadieno 2,6,10- Trimetil, 14 e 3- Eicosino; com respectivas areas de pico para
MUF01 7014064 e 2648832; MUF03 10965273 e 4994654; e MUF05 26912355 e 11816963.
As areas de pico das amostras MUF01. As areas de pico das amostras MUF01 (710um) e
MUFO03 (180um), correspondem em abundancia a 26,06% /22,4% e 40,7%/ 42,3% em
relagdo a MUFO5, considerando as substancias Neoftadieno 2,6,10- Trimetil, 14/ 3- Eicosino,

respectivamente.
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Figura I1-6: Pirogramas das amostras MUF01, MUF03 e MUFO05 a 300 °C.

Na temperatura de 450 °C, Figura I1-7, ocorreu também perfis cromatograficos com

diferencas e com nameros de substancias formadas maior, em relacdo ao perfil

cromatografico a 300 °C. A identificacdo dos picos cromatograficos nos pirogramas permitiu

caracterizar a presenca de dois componentes ja identificados na temperatura de 300 °C e mais

um terceiro presente nas amostras.
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Figura I1-7: Pirogramas das amostras MUF01, MUF03 e MUFO5 a 450 °C.

Os produtos identificados e areas de picos foram Limoneno, Neoftadieno 2,6,10-

Trimetil, 14 e 3-Eicosino, com éareas de picos respectivamente para MUF01 28257913,
16979937 e 10507709; MUF03 12435165, 10553348 e 3848993; MUF05 24138134,
17454198 e 6624104. As areas de pico das amostras MUF01 e MUF03, correspondem a 70%

e 62.2%; 60% e 58.1% em relacdo a MUFOQ5, considerando as substancias Neoftadieno

2,6,10-Trimetil, 14 e 3-Eicosino, respectivamente. As areas de pico do Limoneno para as

amostras MUF03 e MUFOQ5 em relagcdo ao MUFO1 foram de: 44% e 85%, respectivamente.

Na temperatura de 600 °C, Figura I1-8, o nimero de picos cromatograficos resultante

do processo pirolitico mostrou a presenca de um nimero maior de substancias proveniente da

degradacéo térmica.
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Figura 11-8: Pirogramas das amostras MUF01, MUF03 e MUFO05 a 600 °C.

De forma semelhante as duas condicBes piroliticas anteriormente analisadas, foi
possivel avaliar trés picos cromatograficos presentes nas trés diferentes amostras, sendo dois
semelhantes aos j& analisados e um terceiro diferente dos encontrados em temperaturas
inferiores. Os produtos identificados foram 1-Nonadeceno, Neoftadieno 2,6,10-Trimetil, 14 e
3-Eicosino, com areas de picos respectivamente para MUFO1 3921445, 1467438 e 278562;
MUF03 2097900, 962068 e 184670; MUFO05 7274289, 4257720 e 759745. As areas de pico
das amostras MUFO01 e MUF03, correspondem a 34,4% e 36.6%; 22.5% e 24.3% em relacao
a MUFO05, considerando as substancias Neoftadieno 2,6,10-Trimetil, 14 e 3-Eicosino,
respectivamente. As areas relativas de pico das amostras MUF01 e MUF03 quando
comparadas a MUFQ5, correspondem a 54% e 29%, respectivamente.

Os picos cromatograficos nos pirogramas relativos as diferentes temperaturas e
amostras mostraram-se possiveis de identificar cada uma das substancias através dos seus
tempos de retencgdo, conforme dados a seguir: Limoneno de 4,27-4,32 min; 1-Nonadeceno de
10,49-10,51min; Neoftadieno 2,6,10-Trimetil, 14 de 11,28-11,35min e 3-Eicosino de 11,59-
11,61 min.
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Os dados cromatogréficos relativos as areas de picos dos compostos analisados
evidenciaram diferencas quantitativas nas composi¢fes quimicas das amostras MUFOL,
MUF03 e MUFO5 nas diferentes condices piroliticas 300, 450 e 600 °C.

4. Conclusoes

A droga vegetal Erythrina velutina mostrou diferencas significativas no comportamento
fisico e quimico em funcdo dos tamanhos de particulas do p6. A Pir-CG/EM permitiu
caracterizar e diferenciar quimicamente a composicdo dos pos em diferentes tamanhos de
particulas.

A Pir-CG/EM apresentou dois picos comuns nas trés temperaturas correspondendo as
duas substancias (Neoftadieno 2,6,10-Trimetil, 14 e 3-Eicosino), classificando os p6s das
plantas pelo valor das areas de pico com MUF05>MUF03>MUF01, fato confirmado pelo

fluxo de calor no DTA e perda de massa no TG e uniformidade de tamanho do MEV.
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Resumo

Passiflora edulis Sims é uma espécie do género Passiflora (Passifloraceae), que contém
flavondides como seus principais constituintes, € utilizada na medicina tradicional no
tratamento dos sintomas do alcoolismo, ansiedade, enxaqueca, nervosismo e insonia. O
objetivo desse estudo consistiu em obter e caracterizar p6s de Passiflora edulis em diferentes
tamanhos de particulas, bem como avaliar a atividade ansiolitica e a citoxicidade da infusdo
dos p6s em diferentes tamanhos de particulas. Para caracterizagcdo microscépica das amostras
utilizou-se a microscopia eletrébnica de varredura (MEV), caracterizagdo térmica a
termogravimetria (TG) e analise térmica diferencial (DTA); a atividade ansiolitica das
particulas resultantes da infusdo foi avaliada através do teste do labirinto em cruz elevado
(LCE) e a citotoxicidade, através do ensaio do vermelho neutro usando a cultura de células
NCTC clone 929. O tamanho das particulas dos pdés foram: 710; 355; 180 e 150 um,
correspondendo as amostras MA 01, 02, 03 e 04. As técnicas térmicas diferenciaram as
amostras de diferentes tamanhos de particula através das diferentes etapas de decomposicéo e
energias relacionadas. No LCE para o infuso derivado da amostra MAO1 a 500 mg Kg*
houve aumento no nimero de entradas e tempo de permanéncia nos bracos abertos, seguido
de valores inferiores para a amostra MAO4. A citotoxicidade demonstrou os seguintes valores,

variando de acordo com as granulometrias dos pés : MAO1 (DL50 de 62,43 mg mL™), MA02
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(DL50 de 42,48 mg mL™), MA03 (DL50 de 29,88 mg mL™) e MA04 (DL50 de 29,72 mg mL"
). A infusdo da droga vegetal Passiflora edulis em diferentes tamanhos de particula

demonstrou atividade farmacoldgica e toxicidade distintas.

Palavras-chave: Passiflora edulis, granulometria, analise térmica, labirinto em cruz elevado,

citotoxicidade
1. Introducéo

Espécies do género Passiflora (Passifloraceae) tém sido muito utilizadas pela medicina
tradicional em muitos paises como um remedio para tratar a ansiedade, insonia, histeria,
epilepsia, espasmo, dor, entre outros [1].

Passiflora edulis Sims, popularmente conhecida por maracuja, é a espécie com maior
valor econébmico do género Passiflora, sendo este o maior género da familia Passifloraceae
[2].

Os extratos hidroalcodlicos das folhas da Passiflora edulis foram avaliados para
confirmar seu uso como ansiolitico, conforme relatos populares [3-4].

No entanto Dhawan; Kumar; Sharma, 2001 [5] concluiu que a Passiflora edulis nad
possui atividade ansiolitica. De acordo com Deng et al, 2010 [6] existe a necessidade da
realizacdo de mais pesquisas sobre o efeito das espécies da Passiflora sobre o sistema nervoso.
Quanto a toxicidade estudos demonstram que a Passiflora edulis pode ocasionar toxicidade
hepatobiliar e pancreatica em animais e seres humanos [7].

Ensaios in vitro tém sido desenvolvidos como alternativa aos testes de toxicidade in
vivo. Testes in vitro sdo geralmente rapidos, sensiveis, passiveis de automacdo e econémicos
guando comparados aos que usam animais. Diferentes ensaios tém sido utilizados para avaliar
a citotoxicidade in vitro, dentre eles a captacdo de vermelho neutro [8-9].

Esses ensaios geralmente avaliam diferentes aspectos das funcdes celulares. O ensaio de
captacdo do vermelho neutro por exemplo, reflete a capacidade das células viaveis de
incorporar o corante vital, avaliado através da integridade lisossomal [10-12].

A RDC 10/2010 regulamenta o uso popular de drogas vegetais e preconiza que a
Passiflora edulis deve ser usada na forma de infuséo, seguindo a proporcéo de 3g do pé da
planta para 150 mL de agua, duas vezes ao dia [13].

O processo de pulverizacdo da matéria-prima vegetal constitui uma etapa importante na
obtencdo de preparacdes intermediarias e producdo de medicamentos fitoterapicos,

justificando, o controle da tenuidade de pds [14].
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O objetivo deste estudo foi avaliar a atividade ansiolitica e a citotoxicidade da infusdo
dos pos de Passiflora edulis em diferentes tamanhos de particulas.

2. Materiais e Métodos

2.1. Animais

No desenvolvimento deste estudo, foram utilizados camundongos machos albinos da
linhagem suica, com 2 a 3 meses de idade, pesando de 25 a 40 g, provenientes do Biotério
Prof. Dr. Thomas George do Laboratério de Tecnologia Farmacéutica Prof. Delby Fernandes
de Medeiros da Universidade Federal da Paraiba. O estudo foi realizado de acordo com a
aprovacdo do Comité de ética em pesquisa animal (CEPA), dessa instituicdo, com numero de
protocolo 0207/10. Os animais foram alojados em gaiolas de polietileno (cinco por gaiola)
vinte minutos antes do teste, mantidos sob condicBes controladas de temperatura de 21 + 2 °C
e ciclo claro/escuro de 12 horas (fase clara das 06:00 as 18:00 horas e fase escura de 18:00 as
6:00 horas), tendo livre acesso a alimentacdo (racéo tipo pellets da marca comercial Purina®)

e agua, exceto durante o experimento.
2.2. Material Botanico

O material botanico utilizado neste estudo foi coletado em fevereiro de 2010, no
Municipio de Lagoa Seca - PB, sob as seguintes coordenadas geograficas: latitude
(7°08'24"S), longitude (35°47'50"L), altitude 582 m, e a distancia da sede de 5 Km com o
apoio da equipe técnica da Empresa de Assisténcia Técnica e Extensdo Rural da Paraiba
(EMATER-PB).

A exsicata da Passiflora edulis foi depositada no herbario Arruda Camara, localizado no
Departamento de Biologia da Universidade Estadual da Paraiba (UEPB), pelo boténico Prof.

Dr. Ivan Coelho, sob nimero de registro 0185.
2.3. Preparacao dos Pos

As folhas de Passiflora edulis foram desidratadas em estufa com circulacdo de ar na
temperatura controlada de 40 °C. O material seco foi moido usando um moinho de quatro
facas mdveis e quatro fixas, da marca Marconi, modelo Willey, acoplado a um tamis de 10

mesh.
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A droga vegetal pulverizada foi submetida a um sistema de peneiras com diferentes
tamanhos de poros: 710, 355, 180 e 150 um. Os pds obtidos nestas diferentes granulometrias
foram acondicionados separadamente em frascos de polietileno branco fosco devidamente
fechados, para protecdo da luz e da umidade e armazenados a temperatura ambiente, em
média de 25 °C. As amostras identificadas como MAO1, MA02, MA0O3 e MA04, de acordo

com a granulometria do po.
2.4. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As andlises microscopicas dos pos das plantas em diferentes granulometrias foram
realizadas através de um microscopio eletrdnico de varredura, modelo MEV TM-1000,
Hitachi. O aumento utilizado foi de 100 vezes em relacdo ao tamanho real. Devido as

irregularidades das particulas, o maior lado foi considerado como parametro de medida.
2.5. Estudos de Analise Térmica
2.5.1. Termogravimetria (TG)

As curvas termogravimétricas dinadmicas dos pos das plantas em diferentes
granulometrias (710 e 150 um) foram obtidas em uma termobalanca modelo TGA-50H, da
Shimadzu, na raz&o de aquecimento de 10 °C min™, variando de 25 °C até temperatura de 900
°C. Utilizou-se atmosfera de nitrogénio e de ar sintético, com fluxo de 50 mL min™. Foi
utilizado massa de 5,00 + 0,05 mg acondicionada em cadinho de alumina para cada amostra.
A calibragdo da termobalanga foi feita utilizando oxalato de calcio monohidratado. As curvas
foram analisadas através do software Tasys 60, da Shimadzu, para caracterizar as etapas de

perda de massa.
2.5.2. Analise Térmica Diferencial (DTA)

As curvas térmicas diferenciais dos pos das plantas em diferentes granulometrias (710 e
150 pum) foram obtidas em um analisador térmico diferencial, modelo DTA-50, da Shimadzu,
na razdo de aquecimento de 10 °C min™, variando de 25 °C até temperatura de 900 °C, em
atmosfera de nitrogénio, com fluxo de 50 mL min™. As amostras foram acondicionadas em
cadinho de alumina utilizando massa de 5,00 = 0,5 mg para cada amostra. A calibracdo do
equipamento foi realizada através do ponto de fusdo e entalpia dos padrdes de indio e zinco.

As curvas térmicas diferenciais foram analisadas usando o programa Tasys 60, da Shimadzu.
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2.6. Labirinto em Cruz Elevado

O labirinto em cruz elevado utilizado foi da marca Insight, modelo EP 150. O médulo é
feito de acrilico e consiste em quatro bracos, sendo dois bragos com paredes laterais e sem
cobertura (bracos fechados), medindo 30 cm de comprimento por 6 cm de largura e 16 cm de
altura, colocados perpendicularmente a dois bragos desprovidos de paredes laterais (bracos
abertos) com o mesmo comprimento e largura. Cada brago é posicionado a 90 ° do brago
adjacente e cruzam-se numa area central onde o animal é posicionado. O labirinto é apoiado
sob um suporte com 25 cm de elevacdo em relacdo ao solo.

Para realizacdo do teste foram utilizados grupos com 5 camundongos tratados com uma
Unica administragdo por via oral. Os grupos experimentais MA 01 e MA 04 foram tratados
com doses de 500 mg Kg™*, enquanto que o grupo controle foi tratado com o veiculo e o grupo
padrdo com o Diazepam, na dose de 2 mg Kg™. Sessenta minutos apés a administracao, 0s
camundongos foram colocados individualmente no centro do labirinto, para que eles
pudessem explorar 0 mesmo.

Os parametros numero de entradas e o tempo total de permanéncia nos bracgos abertos e
fechados foram avaliados durante um periodo de 5 minutos. A entrada nos bracos foi definida
como a entrada das quatro patas do animal dentro do brago [15-16].

Todos os animais utilizados nesse estudo foram eutanasiados por deslocamento cervical,

como recomendado pela comunidade cientifica ap6s os ensaios [17].
2.7. Cultura Celular L929

Ensaios de citoxicidade foram realizados in vitro utilizando-se culturas de células
NCTC clone 929 (fibroblastos de mamiferos) por incorporacdo do corante vermelho neutro.
As células foram mantidas no meio MEM (Meio minimo essencial de Eagle com 0,1 mM de
aminoéacidos ndo essenciais, 1 mM de sodio e suplementado com 10% de soro bovino fetal).
As células foram destacadas com tripsina e a suspensdo celular ajustada para 2 x 10° células
ml™. Um volume de 0,2 mL da suspensdo celular foi adicionada em cada poco da microplaca
de 96 pocos e incubada em incubadora de CO, (mantida a 5% CO,, e 37 °C) por 24 horas. Em
seguida, as células foram expostas a meio sem (controle) ou com Passiflora edulis
(concentragdo entre 1,67 — 53,34 mg mL™). Cada concentracdo foi testada em triplicata. No
final da incubacéo, os ensaios de citotoxicidade por incorporacdo do corante vermelho neutro

foram avaliados.
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2.8. Ensaios de Citotoxicidade: Vermelho Neutro

O ensaio de citotoxicidade in vitro foi realizado baseado no ensaio de captura do
vermelho neutro conforme descrito por Diress et al, 2010; Nogueira et al, 2008 [18-19]. Apés
a remocdo do meio de cultura as células foram lavadas uma vez com PBS. Apds serem
incubadas durante 4 h com meio livre de soro contendo vermelho neutro na concentracéo de
50 pug ml™?, as células foram lavadas com tampao PBS e posteriormente com CaCl, (1%) em
formaldeido 0,5%, em seguida 0,2 mL de uma solucdo de de acido acético (1%) em etanol
(50% ) foi adicionado a cada pogo para fixar as celulas e remover o vermelho neutro da
solugéo. As placas foram levemente agitadas por 10 minutos em um agitador de placas e as
absorbancias das solugfes foram lidas a 570 nm usando um leitor de microplaca Thermo
Scientific Multiskan FC (Vantaa, Finlandia).

2.9. Tratamento dos Dados

Os resultados do teste labirinto em cruz elevado foram expressos como média £ EPM,
os valores médios representam os valores dos grupos tratados menos a média do grupo
controle (a4gua). Os resultados da avaliacdo de citotoxicidade foram expressos pela média de
mortalidade celular, cada experimento de citotoxicidade foi realizado em triplicata. A DL50
representa a concentragdo que produziu 50% de mortalidade celular. Os resultados foram

expressos em percentual em relagéo ao grupo controle.
3. Resultados e Discussoes

3.1. Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

A RDC 10/10, regulamentada pela ANVISA preconiza o0 uso popular de plantas
medicinais, dentre as quais se encontra a Passiflora edulis utilizada popularmente no
tratamento da ansiedade. Baseado nisso, 0 presente trabalho consistiu na avaliagdo da
influéncia do tamanho das particulas do p6 dessa especie frente as atividades farmacologica e
toxicologica.

Através do teste da granulometria foram obtidos pds com os seguintes tamanhos de
particula: 710,0; 355,0; 180,0 e 150,0 um. A caracterizacao dos pos da folha de Passiflora
edulis foi avaliada por MEV, como pode ser visto na Figura I11-1.
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Figura Il11-1: Eletromicrografias de varredura dos és da planta em dois tamanhos de
particulas 710 e 150 um, correspondendo a MAO1 e MAO4, respectivamente.

Os valores medianos e os limites inferiores e superiores mostraram a seguinte
distribuicdo de tamanhos de particulas por amostra, MAO1 515,65 um, variando de 307,32-
800,0 um e MAO04 133,7 um, variando de 87,4-336,4 um, respectivamente.

A caracterizacdo dos pos das amostras em estudo revelaram através da MEV a
heterogeneidade do tamanho e morfologia das particulas, o que demonstra limitacdes no
processamento de plantas para obtencdo de po6s uniformes. O tamanho das particulas da
matéria-prima vegetal pode influenciar no efeito farmacoldgico e toxicologico de preparagdes
liquidas de uso popular, como infusos, decoctos e macerados, ja que a superficie de contato

com o solvente extrator é diferente.
3.2. Estudos de Anélise Térmica
3.2.1. Termogravimetria (TG)

As curvas termogravimétricas dinamicas em atmosfera de nitrogénio (Figura I111-2) das
amostras MAO1 e MAO4 apresentaram trés etapas de decomposicdo. A primeira etapa que
ocorreu na faixa de temperatura de 29-115 °C pode ser atribuida a perda de volateis,
majoritariamente agua, representando 8,2 e 6,5%, para MAO1 e MAO04, respectivamente.

A segunda etapa de decomposicdo representa a degradacdo do conjunto dos macro e
micro constituintes da amostra, ocorrendo nas faixas de temperatura de 204,0-364,0 °C e
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194,7-383,0 °C correspondendo a uma perda de massa de 37,7% e 42,0%, para MAO1 e

MAO4, respectivamente.

100.0r
1/MA0110 °C min?!
2/MA04 10 °C min™!
75.0+
S
g
g
=]
o 50.0-
=
=
=
P
Y
R
25.0r
-0.0-
-0.0 100.0 200.0 300.0 400.0 500.0 600.0 700.0 800.0 900.0

Temperatura/°C

Figura I11-2: Curvas termogravimétricas dinamicas em atmosfera de nitrogénio dos pds das

folhas de Passiflora edulis

A terceira etapa de decomposi¢do ocorreu com perda de massa gradativa em uma faixa

de temperatura extensa até a formacéo dos residuos ndo degradaveis em atmosfera inerte. As

faixas de temperatura e a porcentagem de perda de massa para as amostras MAOL

e MAO4

foram de: 364,0-900,0 °C (41,7%) e 383-900,0 °C (34,0%). Observou-se que a 900 °C a

amostra MAO4 manteve esse residuo em um valor maior que a MAOQ1.

As curvas termogravimétricas dindmicas em atmosfera de ar sintético das

amostras

MAO1 e MAO4 (Figura I11-3) apresentaram quatro etapas de decomposicdo. A primeira etapa
ocorreu na faixa de temperatura de 29-137 °C referente a perda de volateis, majoritariamente

agua, nas proporcdes de 8,7 e 8,0%, paras as amostras MAO1 e MAO4, respectivamente.
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Figura I11-3: Curvas termogravimétricas dindmicas em atmosfera de ar sintético dos pos das
folhas de Passiflora edulis

A segunda etapa de decomposicdo das amostras ocorreu nas seguintes faixas de
temperatura e perda percentual de massa: MAO1 215,0-347,0 °C (33,6%) e MA04 217-352 °C
(36,6%). A terceira etapa ocorreu nas faixas de temperatura e perda de massa percentual
MAO1 347,0-457,0 °C (13,6%) e MA04 352,0-452,0 °C (11%). A quarta etapa ocorreu nas
faixas de temperatura e perda de massa percentual MAO1450,0-518,0 °C (25%) e
MAO04 452,0-516,0 °C (20,0%).

Observou-se que o término da quarta etapa de decomposicéo sinalizou a formacédo do
residuo ndo degradavel em atmosfera oxidativa, ja que até a temperatura de 900°C nao houve
registro de perda de massa. A amostra MAO4 mostrou uma maior propor¢do de residuos nao-
degradaveis, equivalendo a aproximadamente 25 % da massa inicial da amostra.

3.2.2. Analise Térmica Diferencial (DTA)

As curvas de DTA foram avaliadas na faixa de temperatura correspondente a segunda
etapa de decomposicdo das curvas termogravimétricas em atmosfera de nitrogénio. Dentro
dessa faixa observaram-se transicGes medidas através da altura do pico que corresponderam a
uma energia media de 8,68 e 11,54 uV, para MAO1 e MAO04, respectivamente.

Através da Figura I11-4 pode ser observado a diferenca de valores de energia entre as
amostras nos pontos selecionados. A amostra MAQO4 mostrou valores mais elevados de altura

de pico, quando comparado as amostras MAO1.
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Figura I11-4: Altura dos picos das amostras MAO1 e MAO4

A partir de 450 até 900 °C, observou-se uma queda gradativa da linha de base,
correspondente a terceira etapa de decomposicdo até a formacdo do residuo nao degradavel,
visualizada pelas curvas termogravimétricas em atmosfera de nitrogénio. Nesse mesmo
intervalo de temperatura ocorreu um evento endotérmico observado nas duas amostras,
correspondendo a 3,73 e 7,88; para MAOL e MAO04, respectivamente.

Amostras de drogas vegetais sao misturas multicomponentes de compostos organicos e
inorganicos, e suas curvas de decomposicdo térmica sdo parcelas de fenémenos fisico-
quimicos que ocorrem quando a mesma € aquecida. Assim, ndo é possivel associar o efeito
térmico e a perda de massa a identificacdo da decomposicdo de um determinado componente

da amostra.
3.3. Estudo da atividade ansiolitica

A atividade ansiolitica dos infusos das particulas MAO1 (710,0 um) e MA04 (150,0
um), administrada via oral, avaliada através do teste de labirinto em cruz elevado (LCE)
mostrou que para 0 DZP (2 mg Kg™), os animais em estudo apresentaram maior ndmero de
entradas nos bragos abertos no LCE, seguido da infusdo da amostra MA04 e MAO1 (500 mg
Kg™) como ilustrado na Figura I11-5.
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Os dados apresentados na Figura 111-6 demonstram o tempo de permanéncia dos
animais nos bracos abertos, o qual foi maior para o DZP (2 mg Kg™), sequido da infusdo da
amostra MAO1 e MAO04 (500 mg Kg™).
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Figura 111-5: Numero de entradas nos bracos abertos dos animais tratados com infuso de
Passiflora edulis (MAO1 e MAO4) no teste de labirinto em cruz elevado.
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Figura I11-6: Tempo de permanéncia nos bragos abertos dos animais tratados com infuso de
Passiflora edulis (MAO1 e MA04) no teste de labirinto em cruz elevado.

Observou-se que os animais tratados com DZP (2 mg Kg™) e o infuso da amostra MAO1
reduziram o namero de entradas nos bragos fechados no teste LCE, enquanto os tratados com

o0 infuso da amostra MAO4, aumentaram a resposta a este parametro, conforme ilustrado na
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Figura I11-7. Os dados apresentados na Figura 111-8 demonstram que houve uma diminuigdo
no tempo de permanéncia nos bragos fechados induzida pelo DZP (2 mg Kg™), seguido pela
infuséo da amostra MAO1 e MA04, ambas admnistradas na dose de 500 mg Kg™.
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Figura I11-7: Ndmero de entradas nos bracos fechados dos animais tratados com infuso de
Passiflora edulis (MAO1 e MAOQ4) no teste de labirinto em cruz elevado

3 MA 01 (500 mg/kg)
B3 MA 04 (500 mg/kg)

S @ Diazepam (2mg/kg)
0

3 0

@

e

(6]

2

o 907 TIT

(@]

O

@

S -100-

(7]

o

C

©  -150-

[&]

C

@

§ -200 . . .
E Administracédo via oral (mg/Kg)

Figura 111-8: Tempo de permanéncia nos bracos fechados dos animais tratados com infuso de
Passiflora edulis (MAO1 e MA04) no teste de labirinto em cruz elevado.

A atividade ansiolitica dos infusos das amostras baseou-se no ensaio de labirinto em

cruz elevado, de acordo com Jones et al, 1992 [20], o aumento do tempo de permanéncia, bem
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como no numero de visitas nos bragos abertos, quando comparada com o grupo controle é um
indicio de que houve atenuagdo da inibicdo da atividade exploratéria induzida pelo medo,
caracteristica esta, das substancias com atividade ansiolitica. O tempo de permanéncia nos
bracos abertos dos animais tratados com DZP e outras drogas com atividade ansiolitica tende
a ser maior que nos bragos fechados [21]. DZP tem sido utilizado como um ansiolitico padrdo
e freqlientemente empregado na farmacologia comportamental como substancia de referéncia.
Trata-se de uma substancia com potencial acdo ansiolitica e eficaz quando avaliada através do
teste de labirinto em cruz elevado [22]. No presente estudo 0 DZP 2 mg Kg™ v.o., mostra um
efeito ansiolitico em camundongos caracterizado pelo aumento no numero de entradas e
tempo de permanéncia nos bragos abertos, possivelmente a diminui¢do no nimero de entradas
e tempo de permanéncia nos bracos fechados corroboram com este efeito ansiolitico.

O resultado da atividade do infuso das amostras MAOL e MAO04, quando comparado
com a resposta da atividade do DZP foi indicativo do possivel efeito ansiolitico destas
amostras. A resposta acentuada do DZP em relacdo aos testes experimentais pode ser
atribuida a sua alta dose.

Sabendo-se que o processo de pulverizacdo da matéria-prima vegetal constitui uma
etapa importante no processo de producdo preparacdes intermedidrias e produtos fitoterapicos
[14]. Diante das diferencas observadas através do LCE, observa-se que o tamanho das
particulas dos p6s da planta utilizados para preparacdo do infuso, influencia na sua atividade
farmacoldgica.

Segundo Li et al, 2009 [23], a Passiflora edulis possui atividade sedativa em doses
elevadas, ndo possuindo efeitos neurofarmacoldgicos em baixas doses. Diante disso, verifica-
se que é necessario a realizacdo de mais investigacGes para avaliar a atividade ansiolitica da

infusdo do po das folhas da Passiflora edulis.
3.4. Estudo da citotoxicidade

A citotoxicidade da infusdo das amostras MAQO1, 02, 03 e 04 (Figura 111-9) foi avaliada
por meio do ensaio de vermelho neutro, utilizando a cultura celular NCTC 929. Os valores de
DLs, obtidos para as amostras MAO1, 02, 03 e 04 obtidos foram de: 62,43 mg mL™, 42,48 mg

mL™, 29,88 mg mL? e 29,72 mg mL™, respectivamente.
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Figura I11-9: Percentual de mortalidade celular ap6s 24h de incubacdo com infuso de
Passiflora edulis (MAO1, 02, 03 e 04), a altura cada ponto representa a média
da triplicata.

Culturas celulares podem ser usadas para avaliar a citotoxicidade basal e a toxicidade de
orgdos-alvo [24-25] e, em alguns casos, podem fornecer informagdes sobre a dose letal in vivo
[26].

A linhagem celular utilizada foi a NCTC clone 929, pois ja foi bem caracterizada e
utilizada em estudos de toxicidade, por exemplo no trabalho de Valderrama-Negrén et al,
2011 [27]. O ensaio de citoxicidade do vermelho neutro é um procedimento de sensibilidade
quimica vista através da viabilidade celular, baseado na capacidade das células viadveis de
incorporar o corante vital vermelho neutro [28]. A citotoxicidade das infusdes das amostras
das folhas de Passiflora edulis (Figura I111-9) em diferentes granulometrias demonstrou
aumento crescente da toxicidade celular a medida que o tamanho da particula das amostras
testadas diminuia. Neste contexto, o infuso da amostra MAO4 apresenta-se como a mais
toxica e possivelmente esta toxicidade pode esta induzindo o efeito sedativo apresentado por

esta droga vegetal.

4. Conclusoes

A droga vegetal Passiflora edulis mostrou diferencas no comportamento fisico e
quimico em funcdo dos tamanhos de particulas do pd, visualizadas através do MEV e da

analise térmica.
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Amostras de infusos com diferentes tamanhos de particula de Passiflora edulis
demonstraram atividades farmacoldgicas e toxicoldgicas distintas, sugerindo que a

granulometria do p6 é um parametro que influencia estas atividades.
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Resumo

O objetivo desse estudo consistiu em obter e caracterizar pés de Erythrina velutina
(folhas e cascas) em diferentes tamanhos de particulas, através da microscopia e andlise
térmica, bem como avaliar a atividade ansiolitica e a citoxicidade da infusdo/decoccao desses
p6s. Para caracterizacdo microscopica e térmica das amostras utilizou-se a microscopia
eletrbnica de varredura (MEV), termogravimetria (TG) e anélise térmica diferencial (DTA); a
atividade ansiolitica das particulas resultantes do decocto das cascas e da infusdo das folhas
foram avaliadas através do teste do labirinto em cruz elevado (LCE) e a citotoxicidade, pelo
ensaio do vermelho neutro usando a cultura de células NCTC clone 929. O tamanho das
particulas dos pés obtidos foram: 710,0; 355,0; 180,0, 150,0 ¢ 75 um. MEV revelou
heterogeneidade do tamanho e morfologia das particulas. As técnicas térmicas diferenciaram
as amostras de diferentes tamanhos de particula através das diferentes etapas de
decomposicéo e energias relacionadas. O decocto da casca (MUCO01 e MUCO04) e o infuso das
folhas (MUFO1 e MUFO05) (1000 mg Kg™) de Erythrina velutina apresentaram atividade
ansiolitica. Os valores de DLs, obtidos para o decocto do pé da casca das particulas MUCO02,
MUCO04 e MUCO05 foram de: 72,47 mg mL™? 66,42 mg mL? e 53,01 mg mL™,
respectivamente; e para o infuso do pé da folha das particulas MUF01,MUF03 e MUFOQ5 a
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DLs, obtidas foram de 50,08 mg mL™, 49,01 mg mL™" e 37,38 mg mL™, respectivamente. Os
resultados do teste de citotoxicidade para as amostras da casca e das folhas de Erythrina
velutina mostraram aumento da toxicidade de acordo com a diminuicdo do tamanho das

particulas dos pos.

Palavras-chave: Erythrina velutina, granulometria, analise térmica, labirinto em cruz

elevado, citotoxicidade
1. Introducéao

H& muitas espécies conhecidas de Erythrina (Fabaceae) em regibes tropicais e
subtropicais [1], incluindo as espécies Erythrina velutina e Erythrina verna.

Estas espécies sdo usadas em algumas comunidades brasileiras para tratar a insonia e
outros distdrbios do sistema nervoso central [2-3].

A Erythrina velutina é uma planta da familia Fabaceae encontrada no vale do Rio S&o
Francisco e regibes semi-aridas do Nordeste brasileiro. Popularmente conhecida como
mulungu, é utilizada na medicina tradicional por seus efeitos no sistema nervoso central como
ansiolitico e sedativo [4]. Os efeitos centrais como por exemplo, o ansiolitico foi demonstrado
para Erythrina velutina, sustentando o uso popular de extratos dessa planta como agente
tranquilizante [5].

Craveiro et al, 2008 [6], avaliaram a toxicidade aguda do extrato aquoso das folhas de
Erythrina velutina em ratos Wistar adultos tratados com a dose limite de 5 g kg™ e foram
observados por 14 dias consecutivos, neste periodo nenhum animal morreu e ndo houve sinais
de toxicidade, indicando que o extrato nao foi toxico.

Inimeros ensaios in vitro tém sido desenvolvidos como alternativas aos testes de
toxicidade in vivo [7]. Técnicas que envolvem testes in vitro sdo cada vez mais utilizada
devido ao uso reduzido de animais experimentais, seu baixo custo, especificidade e rapidez
[8].

O ensaio de citotoxicidade por incorporagdo do vermelho neutro é baseado na
capacidade de células viaveis incorporar o corante vermelho neutro, um corante supravital. O
vermelho neutro € um corante catiénico fraco que penetra facilmente as membranas celulares
por difusdo n&o-idnica e acumula-se intracelularmente nos lisossomos. Alteragdes na
superficie celular ou na sensivel membrana lisossomal levam a fragilidade lisossémicas e
outras mudancas que gradualmente se tornam irreversiveis. Essas mudancgas provocadas pela

acdo de xenobioticos resultam na diminuicdo da captacdo e ligacdo do vermelho neutro.
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Sendo possivel distinguir as células viaveis, danificadas, ou mortas, que sdo a base deste
ensaio [9-10].

O objetivo deste estudo foi caracterizar termicamente os pos das drogas vegetais e
avaliar a atividade ansiolitica e a citotoxicidade do decocto das cascas e do infuso das folhas

dos pos de Erythrina velutina em diferentes tamanhos de particulas.
2. Materiais e Métodos

2.1. Animais

No desenvolvimento deste estudo, foram utilizados camundongos machos albinos da
linhagem suica, com 2 a 3 meses de idade, pesando de 25 a 40 g, provenientes do Biotério
Prof. Dr. Thomas George do Laboratério de Tecnologia Farmacéutica Prof. Delby Fernandes
de Medeiros da Universidade Federal da Paraiba. O estudo foi realizado de acordo com a
aprovacao do Comité de ética em pesquisa animal (CEPA), dessa instituicdo, com nimero de
protocolo 0207/10. Os animais foram alojados em gaiolas de polietileno (cinco por gaiola)
vinte minutos antes do teste, mantidos sob condicBes controladas de temperatura de 21 + 2 °C
e ciclo claro/escuro de 12 horas (fase clara das 06:00 as 18:00 horas e fase escura de 18:00 as
6:00 horas), tendo livre acesso a alimentacdo (racéo tipo pellets da marca comercial Purina®)
e 4gua, exceto durante o experimento.

A Erythrina velutina Willd foi identificada por comparacdo com exsicatas ja
depositadas no Herbéario Prof. Jayme Coelho de Moraes, localizado no Campus de Ciéncias
Agrérias da Universidade Federal da Paraiba, Areia-PB, pelo botanico Prof. Dr. Leonardo
Félix, conforme registro: 10240.

2.2. Material Botanico

O material botanico utilizado neste estudo foi coletado no Municipio de Lagoa Seca-PB,
sob coordenadas geograficas: latitude (07°09°10”), longitude (35°48°45”), altitude 585 m, e a
distancia da sede de 5 Km, durante os meses de marco e abril de 2010, com o apoio da equipe
técnica da Empresa de Assisténcia Técnica e Extensdo Rural da Paraiba (EMATER-PB).

A droga vegetal pulverizada foi submetida a um sistema de peneiras com diferentes
tamanhos de poros: 710, 355, 180, 150 e 75 pum. Os pos obtidos nestas diferentes
granulometrias foram acondicionados separadamente em frascos de polietileno branco fosco

devidamente fechados, para prote¢édo da luz e da umidade e armazenados a temperatura
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ambiente, em média de 25 °C. As amostras identificadas como MUCO01, 02, 03, 04 e 05/
MUFO01, 02, 03, 04 e 05, de acordo com a granulometria do po.

2.3. Preparacao dos Pos

As cascas e folhas de Erythrina velutina foram desidratadas em estufa com circulagédo
de ar na temperatura controlada de 40 °C. O material seco foi moido usando um moinho de
quatro facas moveis e quatro fixas, da marca Marconi, modelo Willey, acoplado a um tamis
de 10 mesh.

2.4. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As analises microscopicas dos pds das plantas em diferentes granulometrias foram
realizadas através de um microscopio eletrdnico de varredura, modelo MEV TM-1000,

Hitachi. O aumento utilizado foi de 100 vezes em relacdo ao tamanho real.
2.5. Estudos de Analise Térmica
2.5.1. Termogravimetria (TG)

As curvas termogravimétricas dindmicas dos pos das plantas em diferentes
granulometrias MUF (710, 180 e 75 um) e MUC (355, 150 e 75 um)foram obtidas em uma
termobalanca modelo TGA-50H, da Shimadzu, na razdo de aquecimento de 10 °C min™,
variando de 25 °C até temperatura de 900 °C. Utilizou-se atmosfera de nitrogénio e de ar
sintético, com fluxo de 50 mL min™. Foi utilizado massa de 5,00 + 0,05 mg acondicionada em
cadinho de alumina para cada amostra. A calibracdo da termobalanca foi feita utilizando
oxalato de calcio monohidratado. As curvas foram analisadas através do software Tasys 60,

da Shimadzu, para caracterizar as etapas de perda de massa.
2.5.2. Analise Térmica Diferencial (DTA)

As curvas térmicas diferenciais dos pos das plantas em diferentes granulometrias MUF
(710, 180 e 75 um) e MUC (355, 150 e 75 um) foram obtidas em um analisador térmico
diferencial, modelo DTA-50, da Shimadzu, na razdo de aquecimento de 10 °C min™, variando
de 25 °C até temperatura de 900 °C, em atmosfera de nitrogénio, com fluxo de 50 mL min™.
As amostras foram acondicionadas em cadinho de alumina utilizando massa de 5,00 £ 0,5 mg

para cada amostra. A calibracdo do equipamento foi realizada através do ponto de fuséo e
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entalpia dos padrdes de indio e zinco. As curvas termicas diferenciais foram analisadas
usando o programa Tasys 60, da Shimadzu.

2.6. Labirinto em Cruz Elevado

O labirinto em cruz elevado utilizado foi da marca Insight, modelo EP 150. O modulo é
feito de acrilico e consiste em quatro bragos, sendo dois bragos com paredes laterais e sem
cobertura (bracos fechados), medindo 30 cm de comprimento por 6 cm de largura e 16 cm de
altura, colocados perpendicularmente a dois bragos desprovidos de paredes laterais (bracos
abertos) com o mesmo comprimento e largura. Cada braco é posicionado a 90 ° do braco
adjacente e cruzam-se numa area central onde o animal é posicionado. O labirinto é apoiado
sob um suporte com 25 cm de elevacdo em relacdo ao solo.

Para realizacdo do teste foram utilizados grupos com 5 camundongos tratados com uma
Unica administracdo por via oral. Aos grupos experimentais foi administrado o decocto das
cascas e infuso das folhas da Erythrina velutina (1000 mg Kg™), o grupo controle foi tratado
com o veiculo e o grupo padrdo com o Diazepam, na dose de 2 mg Kg™. Sessenta minutos
apos a administracdo, os camundongos foram colocados individualmente no centro do
labirinto, para que eles pudessem explorar 0 mesmo.

Os parametros numero de entradas e o tempo total de permanéncia nos bragos abertos e
fechados foram avaliados durante um periodo de 5 minutos. A entrada nos bracos foi definida
como a entrada das quatro patas do animal dentro do brago [11-12].

Todos os animais utilizados nesse estudo foram eutanasiados por deslocamento cervical,

como recomendado pela comunidade cientifica ap6s os ensaios [13].
2.7. Cultura Celular L929

Ensaios de citoxicidade foram realizados in vitro utilizando-se culturas de células
NCTC clone 929 (fibroblastos de mamiferos) por incorporacdo do corante vermelho neutro.
As células foram mantidas no meio MEM (Meio minimo essencial de Eagle com 0,1 mM de
aminoacidos néo essenciais, 1mM de sodio e suplementado com 10% de soro bovino fetal).
As células foram destacadas com tripsina e a suspensdo celular ajustada para 2 x 10° células
mL™. Um volume de 0,2 mL da suspenséo celular foi adicionada em cada poco da microplaca
de 96 pocos e incubada em incubadora de CO, (mantida a 5% CO,, e 37 °C) por 24 horas. Em
seguida, as células foram expostas a meio sem (controle) ou com Erythrina velutina casca ou

folha (concentracdo entre 1.47 - 47.0 mg mL™). Cada concentracéo foi testada em triplicata.
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No final da incubacdo, os ensaios de citotoxicidade por incorporagdo do corante vermelho

neutro foram avaliados.
2.8. Ensaios de Citotoxicidade: Vermelho Neutro

O ensaio de citotoxicidade in vitro foi realizado baseado no ensaio de captura do
vermelho neutro conforme descrito por Diress et al, 2010; Nogueira et al, 2008 [14-15]. Apds
a remocdo do meio de cultura, as células foram lavadas uma vez com PBS. Apds serem
incubadas durante 4 h com meio livre de soro contendo 50 pg de vermelho neutro. ml™, as
células foram lavadas com tampdo PBS e posteriormente com CaCl, (1%) em formaldeido
0,5%, em seguida 0,2 mL de uma solucdo de de &cido acético (1%) em etanol (50% ) foi
adicionado a cada poco para fixar as células e remover o vermelho neutro da solugdo. As
placas foram levemente agitadas por 10 minutos em um agitador de placas e as absorbancias
das solucBes eram lidas a 570 nm usando um leitor de microplaca Thermo Scientific
Multiskan FC (Vantaa, Finlandia).

2.9. Tratamento dos Dados

Os resultados do teste labirinto em cruz elevado foram expressos como média + EPM,
os valores médios representam os valores dos grupos tratados menos a média do grupo
controle (dgua). Os resultados da avaliagdo de citotoxicidade foram expressos pela média de
mortalidade celular, cada experimento de citotoxicidade foi realizado em triplicata. A DL50
representa a concentragdo que produziu 50% de mortalidade celular. Os resultados foram

expressos em percentual em relagdo ao grupo controle.
3. Resultados e Discussdes

3.1. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Através do teste da granulometria foram obtidos pds com os seguintes tamanhos de
particula: 710,0; 355,0; 180,0; 150,0 e 75,0 um, definidos como 01, 02, 03, 04 e 05,
respectivamente. A caracterizacdo dos pos das folhas e das cascas de Erythrina velutina foi

avaliada por MEV, como pode ser visto na Figura IV-1.
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Figura 1V-1: Eletromicrografias de varredura dos pds da planta correspondendo a MUC e
MUF em diferentes tamanhos de particula

A Figura IV-1A mostra os diferentes tamanhos de particulas das amostras MUC 02, 04
e 05 e a Figura I1\V-1B para as amostras MUF 01, 03 e 05. Através das imagens verifica-se nas
amostras a diversidade morfolégica dos granulos, o que demonstra limitacbes no
processamento de plantas para obtencdo de p6s uniformes. O tamanho das particulas da
matéria-prima vegetal pode influenciar no efeito farmacoldgico e toxicologico de preparagdes
liquidas de uso popular, como infusos, decoctos e macerados, ja que a superficie de contato

com o solvente extrator é diferente.
3.2. Estudos de Anéalise Térmica
3.2.1. Termogravimetria (TG)

As curvas termogravimétricas dindmicas em atmosfera de nitrogénio das amostras
MUCO02, MUCO04 e MUCO5 (Figura 1V-2A) e MUF01, MUF03 e MUFO5 (Figura 1V-2C)
apresentaram quatro e trés etapas de decomposicao, respectivamente.

As curvas termogravimétricas dindmicas em atmosfera de ar sintético das amostras
MUCO02, MUCO04 e MUCO5 (Figura 1V-2B) e MUF01, MUF03 e MUFO5 (Figura 1V-2D),

apresentaram cinco e quatro etapas de decomposicéo, respectivamente.

CORREIA, L. P; SALGADO, P. R, Ry ALMEIDA,R, N. de; DALMORA, S. L.; CAVALCANTE, H. M. de M.; MACEDO, R, O.. Estudos de correlagdo das
poténcias farmacoldgicas e toxicoldgicas de pds das folhas de Passiflora edulis em diferentes tamanhos de particulas



Capitulo 1V: Artigo 111 Pagina 87

Nitrogénio Ar Sintético

100.0¢ A

1/MUC02 10 °C min™ 100.9 B 1/MUC02 10°C min™
2/MUC04 10 °C min* 2/MUC04 10 °C min
3/MUCO5 10 °C min* 3/MUCO5 10 °C min!

Perda de massa/%
g
S

25.0

-0.0¢ -0.0) 1

-0.0 100.0 200.0 300.0 400.0 500.0 600.0 700.0 800.0 900.0 -0.0 100.0 200.0 300.0 400.0 500.0 600.0 700.0 800.0 900.0
Temperatura/°C Temperatura/’C

100:9 c - 100.0¢ D
{::::‘?3; ::;': ::1: : 1/MUF 01 10°C min*
S“‘\"‘Fll‘ 10°C min! 2\“1[‘10.} 10°C min*
¢ 3MUF 0510°C min*

Perda de massa/%
o ~
S a
o =3

»n
o
=

-0.0¢ -0.0)
-0.0 100.0 200.0 300.0 400.0 500.0 €00.0 700.0 800.0 900.0 0.0 100.0 200.0 300.0 400.0 500.0 600.0
Temperatura/’C Temperatura/’C

700.0 800.0 900.0

Figura IVV-2: Curvas termogravimétricas dindmicas em nitrogénio e ar sintético das amostras
MUC e MUF em diferentes tamanhos de particula

A primeira etapa ocorreu na faixa de temperatura de 33-116 °C (cascas) e 30-137 °C
(folhas), representando 5,8; 6,0 e 6,6%, para MUC02, MUC04 e MUCO05 e 5,4; 5,7 e 4,7%,
para MUF01, MUF03 e MUFO05, respectivamente, esta etapa pode ser atribuida a perda de
volateis, majoritariamente agua.

A segunda etapa de decomposicéo representa a degradacdo do conjunto dos macros e
micros constituintes das amostras, ocorrendo nas faixas de temperatura de 226,0-373,0 °C;
210,0-371,0 °C e 208,0-364,0 °C para MUC02, MUC04 e MUCO05, com perda de massa de
49,0% 45,0% e 43,0% e para MUF01, MUF03 e MUFO05, nas faixas de 231,0-350,0 °C;
230,0-349,0 °C e 230,0-344,0 °C, correspondendo a uma perda de massa de 37,3% 38,2% e
34,3%, respectivamente.

A terceira etapa de decomposicdo ocorreu de forma mais lenta, com intervalo de
temperatura extenso para as amostras das cascas. As faixas avaliadas e respectivas perdas de
massa para essa etapa foram: 373,0-700,0°C (21,8%), 371,0-701,0°C (20,0%) e 364,0-494°C
(11,2%), para MUC02, MUC04 e MUCOS5, respectivamente. Para as amostras de folha, as
faixas de temperatura e a porcentagem de perda de massa para as amostras MUF01, MUFO03 e
MUFO05, foram de: 350,0-900 °C (27,2%), 349,0-900 °C (35,0%) e 344,0-900 °C (43,3%).

Para amostra MUCO5 observou-se uma quarta etapa de decomposi¢éo, nao discriminada
nas demais amostras, ocorrendo na faixa de temperatura de 494 -715°C, correspondendo a
9,8% de massa. Em termo de percentual total, essa amostra foi a que perdeu menos massa, de

residuo ndo degradavel, correspondendo a 30% da massa total. Para as amostras da folha a
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perda de massa final foi crescente com a diminui¢do do tamanho das particulas, sendo de 69,
79 e 82%, obedecendo a seguinte ordem: MUF01<MUF03<MUFQ5.

A primeira etapa ocorreu na faixa de temperatura de 32-130 °C (cascas) e 31-188 °C
(folhas), representando 7,0; 5,8 e 6,0%, para MUC02, MUC04 e MUCO05 e 7,7; 7,8 e 7,3%,
para MUFO01, MUF03 e MUFO5, respectivamente, esta etapa também pode ser atribuida a
perda de volateis, majoritariamente agua.

A segunda/ terceira etapas de decomposi¢do das amostras MUC02, MUC04 e MUCO05
ocorreram nas seguintes faixas de temperatura e perda de massa percentual: 244,0-365,0 °C
(38,5%) / 365,0-457,0 °C (16,0%); 202,0-364,0 °C (42,8%) / 364,0- 461°C (15,0%) ¢ 197-
353 °C (46,6%) / 353,0- 464°C (17,7%). A quarta/ quinta etapa de decomposicdo das
amostras MUCO02, MUCO04 e MUCO5 ocorreram nas faixas de temperatura e perda de massa
percentual: 457,0-517 °C (24,5%) / 517-659,0°C (4,1%); 461,0-519,0 °C (20,2%) / 519,0-
660,0 °C (5,0%) e 462-506,0 °C (13,3%) / 506-667 °C (4,2%), respectivamente. Da
temperatura final da quinta etapa de decomposicdo até 900°C, ndo foi verificada perda de
massa, havendo a formacdo dos residuos ndo-degradaveis.

A segunda etapa de decomposicdo das amostras das folhas, ocorreram nas seguintes
faixas de temperatura ¢ perda percentual de massa, MUFOI227,8-353 °C (40,5%);
MUF03 219,3-347 °C (41,8%) ¢ MUFO05 240-355 °C (38%). A terceira etapa ocorreu nas
faixas de temperatura e perda de massa percentual MUFO01 353,0-461,4 °C (15,4%);
MUFO03 347,0-471,5 °C (20,5%) e MUFO05 355-478 °C (21,0%). A quarta etapa ocorreu nas
faixas de temperatura e perda de massa percentual MUFO1 461,4-513,6 °C (19%);
MUF03471,5-518,5 °C (16,7%) e¢ MUFO05478-552,1 °C (13,1%). A amostra MUFO05
mostrou maior proporcao de residuos ndo-degradaveis, equivalendo a aproximadamente 20 %

de massa.
3.2.2. Analise Térmica Diferencial (DTA)

As curvas de DTA foram avaliadas na faixa de temperatura correspondente a segunda
etapa de decomposicao das curvas termogravimetricas em atmosfera de nitrogénio Figura V-
3A (cascas) e Figura 1V-3B (folhas). Dentro dessa faixa observaram-se transicbes medidas
através da altura do pico que corresponderam a uma energia média de 10,07; 7,43 e 6,84 pV
para MUCO02, MUCO04 e MUCO05, respectivamente e de 9,44; 3,09 e 11,12 pV para MUFO01,
MUF03 e MUF05, respectivamente. Os valores medidos mostram diferengas no

comportamento térmico em fungdo dos tamanhos das particulas dos pos.
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Figura IV-3: Altura dos picos das amostras MUC e MUF em diferentes tamanhos de
particula

3.3. Estudo da atividade ansiolitica

Para avaliar a atividade ansiolitica do decocto do pé da casca MUC01 e MUCO05 e do
infuso das folhas MUFO1 e MUF04 (1000 mg Kg™) para as duas amostras da Erythrina
velutina, ambos administrados via oral, foi utilizado o teste de labirinto em cruz elevado
(LCE) em camundongos. Este teste € um modelo classico, bastante utilizado para avaliar o
efeito de substancias ansioliticas [16-17].

A eficicia de um medicamento ansiolitico pode ser demonstrada por um aumento na
atividade de roedores nos bracos abertos. indices de ansiedade convencional no teste LCE
aumenta as entradas nos bragos abertos e o tempo gasto nas areas do labirinto [18].

O diazepam é usado como um ansiolitico padrdo e também tem sido freqlientemente
empregado na farmacologia comportamental como um composto referéncia para substancias
com acdo potencialmente ansiolitica [19]. O diazepam e outras drogas com atividade
ansiolitica aumentam o tempo de permanéncia dos animais nos bracgos abertos [20].

Neste estudo o comportamento dos animais usando DZP (2 mg Kg™), administrado via
oral, e 0 decocto da casca com as amostras MUCOle MUCO5 (1000 mg Kg™) da Erythrina
velutina , demostraram aumentar o nimero de entradas e no tempo de permanéncia dos
animais nos bragos abertos no teste LCE, conforme as Figura IVV-4 e Figura IV-5. Estes
resultados sugerem que estas drogas vegetais apresentam atividade ansiolitica, sendo mais

pronunciada em MUCO1.
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Figura 1V-4: Namero de entradas nos bracos abertos dos animais tratados com decocto da
casca de Erythrina velutina, particulas 01 e 05, no teste de labirinto em cruz
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Figura IV-5: Tempo de permanéncia nos bracos abertos dos animais tratados com decocto da
casca de Erythrina velutina, particulas 01 e 05, no teste de labirinto em cruz
elevado

Observou-se que os animais tratados com DZP (2 mg Kg™) e o decocto das amostras
MUCO01 e MUCO05 aumentaram o namero de entradas nos bracos fechados no teste LCE, ,
conforme ilustrado na Figura 1V-6. Os dados apresentados na Figura 1V-7 demonstram que
houve uma diminui¢do no tempo de permanéncia nos bragos fechados induzida pelo DZP (2
mg Kg™?) e pelo decocto das amostras MUCO01 e MUCO5. Possivelmente a diminuicdo no
tempo de permanéncia nos bragos fechados corroboram com o efeito ansiolitico destas

amostras.
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Figura 1V-6 Numero de entradas nos bracos fechados dos animais tratados com decocto da
casca de Erythrina velutina, particulas 01 e 05, no teste de labirinto em cruz elevado
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Figura 1V-7 Tempo de permanéncia nos bragos abertos dos animais tratados com decocto da
casca de Erythrina velutina, particulas 01 e 05, no teste de labirinto em cruz
elevado

O infuso das folhas MUFO1 e MUF04 (1000 mg Kg™) da Erythrina velutina, também
demonstrou aumentar 0 numero de entradas e o tempo de permanéncia dos animais nos
bracos abertos no teste LCE, conforme Figura 1V-8 e Figura 1V-9. Estes resultados indicam
que os infusos das folhas de Erythrina velutina com as amostras MUFO1 e MUF04

apresentam atividade ansiolitica, sendo a atividade mais pronunciada para MUF04.
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folhas de Erythrina velutina, particulas 01 e 04, no teste de labirinto em cruz
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Figura 1V-9: Tempo de permanéncia nos bracos abertos dos animais tratados com infuso das
folhas de Erythrina velutina, particulas 01 e 04, no teste de labirinto em cruz
elevado

Observou-se que os animais tratados com DZP (2 mg Kg™) e o infuso das amostras
MUF01 e MUF04 aumentaram o numero de entradas nos bracos fechados no teste LCE,
conforme ilustrado na Figura IV-10. Os dados apresentados na Figura 1V-11 demonstram
que houve uma diminui¢do no tempo de permanéncia nos bragos fechados induzida pelo DZP

(2 mg Kg) e pelo infuso das amostras MUFO1 e MUF04. Possivelmente a diminuigdo no
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tempo de permanéncia nos bragos fechados corroboram com o efeito ansiolitico destas

amostras.
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Figura 1V-10 Numero de entradas nos bracos fechados dos animais tratados com infuso das
folhas de Erythrina velutina, particulas 01 e 04, no teste de labirinto em cruz
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Figura 1VV-11 Tempo de permanéncia nos bragos fechados dos animais tratados com infuso
das folhas de Erythrina velutina, particulas 01 e 04, no teste de labirinto em
cruz elevado
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3.4. Estudo da citotoxicidade

A citotoxicidade do decocto do p6 da casca (Figura 1V-12), bem como do infuso
(Figura 1V-13) do po da folha da Erythrina velutina nos diferentes tamanhos de particulas
foi avaliada por meio do ensaio de vermelho neutro, utilizando a cultura celular NCTC 929. O
vermelho neutro é um corante vital que é incorporado nos lisossomas das células viaveis. O
ensaio de incorporacdo do vermelho neutro é basicamente um método que fornece

informacdes sobre a viabilidade e o crescimento celular [21].
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Figura 1V-12: Mortalidade celular ap6s 24 h de incubacdo com decocto das cascas de
Erythrina velutina , a altura de cada ponto representa a média da triplicata
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Figura 1V-13: Mortalidade celular apos 24 h de incubagdo com infuso das folhas de
Erythrina velutina , a altura de cada ponto representa a média da triplicata
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Os valores de DLsp obtidos para o decocto do p6 da casca MUC02, MUC04 e MUCO05
foram de: 72,47 mg mL™, 66,42 mg mL™" e 53,01 mg mL™, respectivamente; e para o infuso
do p6 da folha MUF01, MUF03 e MUFO5 a DLs, obtidas foram de 50,08 mg mL™, 49,01 mg
mL™*e 37,38 mg mL™, respectivamente.

Os resultados do ensaio do vermelho neutro o decocto do p6 da casca MUC02, MUCO04
e MUCO05, e o infuso do p6 da folha MUF01, MUFO3 e MUFO5 da Erythrina velutina
mostraram aumento da toxicidade de acordo com a diminuicdo do tamanho das particulas dos
pos. Essa distincdo quanto a toxicidade entre as particulas sugere que o tamanho das
particulas do pé influencia na citotoxicidade quando se aplica o ensaio de vermelho neutro,
utilizando cultura de célula NCTC 929. De acordo com [22]. o processo de pulverizacdo de
drogas vegetais € uma etapa critica na producdo de medicamentos fitoterapicos.

A comparacdo dos resultados das poténcias farmacoldgica e toxicolégica mostram
claramente uma equivaléncia farmacoldgica entre as drogas vegetais MUCO1 e MUF04,
respectivamente maior tamanho de particula (MUCO01) e menor tamanho de particula
(MUFO04) e uma inversdao na toxicidade com as amostras na mesma ordem. A maior
toxicidade na amostra MUF05 em relacdo a amostra MUCO5 € indicativo de justificativa da

recomendacdo da ANVISA para o0 uso das cascas de mulungu nas drogas vegetais.
4. Conclusdes

As técnicas térmicas monstraram diferentes perfis térmicos em relagdo a perda de massa
e energia das amostras dos pos obtidos em diferentes tamanhos de particula. O decocto da
casca MUCO1 e MUCOS5 de Erythrina velutina (1000 mg Kg™) e o infuso das folhas MUF01
e MUF04 (1000 mg Kg™) da Erythrina velutina apresentaram atividade ansiolitica. Os
resultados do vermelho neutro com MUCO02, MUC04 e MUCO05 e das folhas MUFO1,
MUF03 e MUFO05 da Erythrina velutina mostraram aumento da toxicidade de acordo com a
diminuicdo do tamanho das particulas dos pés.
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4. Conclusodes Gerais

A droga vegetal Erythrina velutina mostrou diferencas significativas no comportamento
fisico e quimico em funcdo dos tamanhos de particulas do p6. A Pir-CG/EM permitiu
caracterizar e diferenciar quimicamente a composicdo dos pos em diferentes tamanhos de
particulas.

A Pir-CG/EM apresentou dois picos comuns nas trés temperaturas correspondendo as
substancias Neoftadieno 2,6,10-Trimetil, 14 e 3-Eicosino, classificando os po6s das plantas
pelo valor das areas de pico com MUF05>MUF03>MUFO01, fato confirmado pelo fluxo de
calor no DTA e perda de massa no TG e uniformidade de tamanho do MEV.

A droga vegetal Passiflora edulis mostrou diferencas no comportamento fisico e
quimico em funcdo dos tamanhos de particulas do pd, visualizadas através do MEV e da
analise térmica.

Amostras de infusos com diferentes tamanhos de particula de Passiflora edulis
demonstraram atividades farmacoldgicas e toxicologicas distintas, sugerindo que a
granulometria do p6 é um parametro que influencia estas atividades.

As técnicas térmicas monstraram diferentes perfis térmicos em relacdo a perda de massa
e energia das amostras dos po6s obtidos em diferentes tamanhos de particula. O decocto da
casca MUCO01 e MUCO05 de Erythrina velutina (1000 mg Kg-1) e o infuso das folhas MUF01
e MUF04 (1000 mg Kg-1) da Erythrina velutina apresentaram atividade ansiolitica. Os
resultados do vermelho neutro com MUCO02, MUC04 e MUCO5 e das folhas MUFO1,
MUF03 e MUFO05 da Erythrina velutina mostraram aumento da toxicidade de acordo com a

diminuicdo do tamanho das particulas dos pés.
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5. Perspectivas

v Continuar a linha de pesquisa utilizando diferentes drogas vegetais utilizadas

popularmente e constantes na RDC 10/10.
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