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INTRODUCAO

O uso das plantas em Cosmetologia fez aparecer uma
terminologia especifica para designar o ramo da Cosmetologia
que trata do estudo e da utilizacdo de substancias de origem
vegetal empregadas para manutencao e/ou promocao da be-
leza da pele, a Fitocosmética. Do grego, phyton — planta e
kosmein - cosméticos, o fitocosmético tem sido procurado
cada vez mais pelo consumidor, na busca pelo natural (ISAAC
et al, 2008). Valfré, em 1990, definiu a Fitocosmética como o
segmento da ciéncia cosmética que se dedica ao estudo e a
aplicacdo dos conhecimentos da acdo dos principios ativos
extraidos de espécies do reino vegetal, em proveito da higie-
ne, da estética, da correcdo e da manutencdo de um estado
normal (eudérmico) da pele.

Da mesma forma, apareceu também a designacao de
Cosmético Natural, que pode ser entendido como o produto
que contém substancias encontradas na natureza, sem trata-
mento, o que nao é muito interessante, ja que podem ser ins-
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taveis do ponto de vista quimico, fisico e microbiolégico (ISAAC et al, 2008).

O cosmético natural pode, também, ser entendido como sendo aquele produto que
nao contém substancias resultantes de sintese quimica, embora possa conter conservantes
sintéticos. Por outro lado, mesmo com dificuldades para designar corretamente esses novos
termos, é preciso reconhecer uma crescente utilizacao de produtos de origem vegetal, o que
fomentou o uso e o estudo para descoberta de novos ativos e sua atuacao na pele. Assim, o
cosmético natural pode ser entendido como aquele produto que contenha extrato ou 6leo
vegetal, como ativos, lembrando sempre aquela analogia equivocada do que é natural faz bem
(CHARLET, 1996).

Ha milhares de anos, o homem vem utilizando os recursos da flora no tratamento de
diversas patologias. Gurib-Fakim (2006) afirma que os primeiros registros sobre a utilizacdo de
plantas foram escritos em placas de argila, oriundas da Mesopotamia, e datados por volta de 2600
a.C. Dentre as substancias que eram usadas estao 6leos de CedrusTrew species (Cedar) e Cupressus
sempervirens L. (Cypress), Glycyrrhiza glabraTorr. (Licorice), Commiphora Jacq. species (Myrrh) e
Papaver somniferum L., todos ainda utilizados para o tratamento da indisposicao e mal-estar
advindos desde tosses e resfriados até infec¢des parasitarias e inflamacodes.

No ano 78 d.C., o botanico grego Pedanios Dioscorides descreveu cerca de 600 plantas
medicinais, além de produtos minerais e animais no tratado De materia medica. Esse tratado
permaneceu como fonte de referéncia por mais de quatorze séculos. Foi através da observacao
e da experimentacao pelos povos primitivos que as propriedades terapéuticas de determina-
das plantas foram sendo descobertas e propagadas de geracdo em geracao, fazendo parte da
cultura popular (TUROLLA & NASCIMENTO, 2006).

No século XVI, o médico suico Philippus Aureolus Theophrastus Bombastus von
Hohenheim, conhecido como Paracelsus (1493-1541), formulou a “Teoria das Assinaturas’, ba-
seada no provérbio latim similia similibus curantur, semelhante cura semelhante”. Com essa
teoria, acreditava-se que a forma, a cor, o sabor e o odor das plantas estavam relacionados com
as suas propriedades terapéuticas, podendo dar indicios de seu uso clinico. Algumas dessas
plantas passaram a fazer parte das farmacopeias alopdticas e homeopaticas a partir do século
XIX, quando se comecaram a investigar suas bases terapéuticas (ELVIN-LEWIS, 2001).

O isolamento da morfina da Papaver somniferum L., em 1803, pelo farmacéutico
Friedrich Wilhelm Adam Sertiirner, marcou o inicio do processo de extracdo de principios ati-
vos de plantas. A partir de entdo, outras substancias foram isoladas, como, por exemplo, a
quinina e a quinidina obtidas da Cinchona spp, em 1819, e a atropina da Atropa belladonna L.,
em 1831, que passaram a ser utilizadas em substituicao aos extratos vegetais (TUROLLA &
NASCIMENTO, 2006).

Assim, a producao de farmacos via sintese quimica, o crescimento do poder econémico
das industrias farmacéuticas e a auséncia de comprovacdes cientificas de eficacia das substan-
cias de origem vegetal aliada as dificuldades de controle quimico, fisico-quimico, farmacolégico
e toxicoldgico dos extratos vegetais até entdo utilizados impulsionaram a substituicdo desses
por farmacos sintéticos (RATES, 2001).

Apos a década de 1960, observou-se, entdo, um desinteresse da industria farmacéutica
e dos institutos de pesquisa pela busca de novas substancias de origem vegetal, por se acredi-



tar que ja haviam sido isoladas as principais substancias ativas das drogas vegetais conhecidas,
bem como ja haviam sido realizadas todas as possiveis modificacdes quimicas de interesse
dessas substancias. Entretanto, a partir dos anos 1980, os avancos técnicos e o desenvolvimen-
to de novos métodos de isolamento de substancias ativas a partir de fontes naturais permitiram
maior rapidez na identificacdo de substancias em amostras complexas como os extratos vege-
tais, ressurgindo o interesse pela pesquisa dessas substancias como protétipos para o desen-
volvimento de novos farmacos.

Assim, mesmo com o desenvolvimento de grandes laboratérios farmacéuticos e dos
farmacos sintéticos, as plantas medicinais permaneceram como forma alternativa de trata-
mento em varias partes do mundo. Observou-se, nas Ultimas décadas, a revalorizacdo do em-
prego de preparacdes a base de plantas, mas o novo avanco, longe de ser uma volta ao passado,
caracteriza-se pela busca de producao em escala industrial, diferentemente das formas
artesanais que caracterizaram os estagios iniciais de sua utilizacdo (TUROLLA & NASCIMENTO,
2006).

No inicio da década de 1990, a Organizacao Mundial de Saude (OMS) divulgou que 65 —
80% da populacdo dos paises em desenvolvimento dependiam das plantas medicinais como
Unica forma de acesso aos cuidados basicos de saude. Ainda, ao longo do tempo, tém sido
registrados variados procedimentos clinicos tradicionais utilizando plantas medicinais. Apesar
da grande evolucdo da medicina alopatica a partir da segunda metade do século XX, existem
obstaculos basicos na sua utilizacdo pelas populagcdes carentes, que vao desde o acesso aos
centros de atendimento hospitalares a obtencdo de exames e medicamentos. Esses motivos,
associados com a facil obtencdo e a grande tradicdo do uso de plantas medicinais, contribuem
para sua utilizacdo pelas populacdes dos paises em desenvolvimento (VEIGA JUNIOR et a/,
2005).

Nos paises em desenvolvimento, bem como nos mais desenvolvidos, os apelos da midia
para o consumo de produtos a base de fontes naturais aumentam a cada dia. Os ervandarios
prometem saude e vida longa, com base no argumento de que plantas usadas ha milénios sao
seguras para a populacao. Nos Estados Unidos e na Europa, entretanto, ha mais controle no
registro e na comercializacdo dos produtos obtidos de plantas. Nesses paises, as normas para a
certificacdo e o controle de qualidade de preparagdes vegetais sao mais rigidos. Ja no Brasil, as
plantas da flora nativa sdo consumidas com pouca ou nenhuma comprovacao de suas proprie-
dades farmacoldgicas, propagadas por usudrios ou comerciantes. Muitas vezes essas plantas
sdo, inclusive, empregadas para fins diferentes daqueles utilizados pelos silvicolas. Comparada
com a dos medicamentos usados nos tratamentos convencionais, a toxicidade de plantas pode
parecer trivial, 0 que, entretanto, ndo é verdade. E, sim, um problema sério de saude publica. Os
efeitos adversos, possiveis adulteracdes e toxidez, bem como a acao sinérgica com outras
substancias ocorrem comumente (VEIGA JUNIOR et a/, 2005).

Assim, a pratica da utilizacdo de plantas de forma segura encontra uma série de dificul-
dades, que vao desde a identificacdo correta do material botanico utilizado a quase inexisténcia
de estudos de seguranca, eficacia e qualidade de grande parte das plantas, uma vez que as
pesquisas realizadas para avaliacdo do uso seguro no Brasil ainda sdo incipientes, assim como o
controle da comercializacdo pelos érgaos oficiais em feiras livres, mercados publicos ou lojas
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de produtos naturais (ROCHA et a/, 2004).

Como atualmente ainda grande parte da comercializacao de plantas e extratos ou 6leos
vegetais é feita em farmacias e lojas de produtos naturais, onde prepara¢des vegetais sdo
comercializadas com rotulacao industrializada e, em geral, essas preparacdes nao possuem
certificado de qualidade e sdo produzidas a partir de plantas cultivadas, este capitulo abordara
0s compostos ativos, sua utilizacdo em cosméticos, uma introducdo ao controle de qualidade
de matérias-primas vegetais e de produtos acabados contendo extratos ou 6leos vegetais,
além das técnicas de identificacdo e monitoramento de sua constituicdo quimica descritas em
Farmacopeias e Codigos oficiais, os testes empregados nos ensaios de controle de qualidade
para o produto acabado, além de uma série de formulacdes cosméticas empregando ativos
encontrados nas plantas, na obtencao de diferentes tipos de fitocosméticos.

As matérias-primas naturais utilizadas para fabricagdo/manipulacdo de produtos cos-
méticos apresentam vantagens e desvantagens, em relacao as sintéticas, tais como:

*  0s produtos naturais sao misturas de um grande nimero de componentes quimi-
cos. Isso pode representar uma enorme dificuldade para o controle de qualidade ou, entéao,
para atribuir a acdao a um determinado constituinte;

* oS produtos naturais sao dificeis de padronizar, em funcao de seus varios compo-
nentes, que fornecem um espectro nao definido; assim, uma sé substancia é considerada, em
geral a predominante, para sua padronizacdo, sem considerar os demais componentes; entre-
tanto, a atividade atribuida ao extrato pode ser devida a acdo conjunta de dois ou mais constitu-
intes da mesma planta;

*  0s produtos naturais geralmente apresentam composicao variada em fungdo do
clima ou da época da coleta ou mesmo da qualidade da terra, o que pode dificultar o emprego
dessa planta como fonte de recursos naturais para elaboracao de fitocosméticos, por ndo estar
garantida a mesma constituicao qualitativa;

* oS produtos naturais podem sofrer contaminacao por pesticidas, uma vez que, no
Brasil, o uso desses produtos quimicos ainda é pratica costumeira;

*  os produtos naturais podem conter substancias toxicas, cancerigenas e alergizantes,
gue ndo foram identificadas em funcdo da grande quantidade de substancias presentes nos
extratos vegetais;

*  0s produtos naturais apresentam atividade consagrada, uma vez que sua agao é
popularmente conhecida hd tempos. Esse conhecimento pode levar a estudos mais
aprofundados — traduzidos em dissertacdes e teses, para comprovacao de sua eficacia e sequ-
ranca;

*  os produtos naturais tém sua disponibilidade limitada e sempre sujeita a flutuagoes.
Essa disponibilidade esta relacionada a sustentabilidade e as flutuacdes sao decorrentes de
intempéries.

Em contrapartida, é possivel dizer, a respeito dos produtos sintéticos:

*  sao mais baratos. Isso pode ser exemplificado com o éleo essencial extraido das
flores do jasmim, para fabricacdo de perfumes: um caminhao de flores fornece cerca de 40ml



de 6leo essencial. Apds o investimento da pesquisa para a sintese dessa composicdo aromati-
ca, o custo de 40ml representaria bem menos que o custo apresentado pelo caminhao cheio
de flores;

*  podem apresentar varias atividades, originando fitocosméticos multifuncionais,
bastante requisitados pelo mercado consumidor atual;

*  podem ter fabricacdo seletiva, para fins especificos. Isso permite a definicdo, exa-
ta, da atividade do fitocosmético proposto;

*  podem ter sua acdo ou efeito secundario identificados com maior facilidade, uma
vez que os contaminantes presentes em decorréncia da sintese quimica sao mais facilmente
identificados;

*  apresentam qualidade constante, obtida pela rigorosa producao aliada a facil
repetibilidade da rota de sintese;

*  exigem tempo de pesquisa e apresentam um custo elevado para serem autoriza-
dos como novos produtos, em funcao da necessidade de comprovacao da seguranca e eficacia;
porém, ao ser aprovados, possibilitam a fabricacdo dos fitocosméticos de qualidade assegura-
da (CHARLET, 1996).

Os ativos cosméticos de origem vegetal devem apresentar disponibilidade, ou seja,
devem estar disponiveis em funcao de sua incorporacao no veiculo/excipiente. Devem, tam-
bém, apresentar uma acdo, seja em funcdo de sua permeacao cutanea, protecdo a pele ou
mesmo por permanecer na superficie da pele.

A natureza dos ativos cosméticos de origem vegetal pode ser hidrossoluvel, tais como
os extratos vegetais, e lipossolivel, como os 6leos vegetais. Os extratos vegetais podem ser
obtidos a frio ou a quente, a partir de diversas partes das plantas secas (flores, folhas, caules,
raizes) e varios liquidos extratores: alcool, agua, glicéis (PEYREFITTE et a/, 1998) e misturas entre
eles, compativeis com a formulacdo e com a pele. Embora a aceitacdo dessa pratica esteja
préxima do fim, pela preocupacao de nao se usar produtos potencialmente irritantes ou téxi-
cos a pele, em funcao de insolubilidade de alguma substancia ativa nos liquidos extratores ou
sua mistura, é possivel a utilizacdo de um solvente organico para fazer a extracdo, com posteri-
or evaporacao desse produto e consequente suspensao do residuo em um glicol, obtendo-se,
assim, o extrato glicélico, com maior compatibilidade com a pele, independentemente do
tipo de glicol: propileno, dipropileno ou dietilenoglicol.

Os 6leos vegetais sdo obtidos por prensagem forte e a frio de grdos moidos (PEYREFITTE
et al, 1998) ou, em caso de necessidade, extracdo com um solvente, sua posterior evaporacao
e suspensao em 6leo, geralmente o de amendoim, abundante, barato e de facil obtencdo no
Brasil. Em funcao dos ativos a serem extraidos, é possivel também a obtencdo de 6leos vegetais
por meio da maceracao da planta em 6éleo de amendoim ou em triglicerideo sintético.

Os extratos vegetais podem ser obtidos por maceracao, digestao, infusao, decoccao,
extracdo com ultrassom, percolacado, extracdo com Soxhlet, extracdo por fluido supercritico,
originando extratos totais (preparados a partir da planta integral) e extratos parciais (produzi-
dos pela separacao seletiva de determinado constituinte ou faixa de constituintes, por meio
fisico ou quimico de um ou mais drgaos da planta). Os extratos sdo produzidos, ainda, com
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solventes seletivos, para cada um dos grupos de substancias ativas que se queira extrair (SAN-
TOS, 2006).

As propriedades de um extrato derivado de um produto natural podem ser controladas
usando o processamento com fluido supercritico. Essas propriedades, como ponto de fuséo, cor e
odor do extrato, podem ser totalmente modificadas pelo ajuste do processo de extracao (KING,
1992).

A concentracdo dos extratos vegetais usualmente empregadas nas formulacdes cos-
méticas varia em torno de 0,1 a 5%, podendo atingir de 15 até 20% para aquelas preparacdes
cujo tempo de aplicacdo é muito curto, como, por exemplo, mascaras faciais aplicadas e retira-
das em um intervalo de tempo entre 20 e 30 minutos. A concentracao escolhida deve conside-
rar, também, a natureza do liquido extrator e sua compatibilidade com a pele e com a formula-
¢ao. Por isso, quando seus ativos forem termolabeis, os extratos devem ser incorporados no
produto pronto, a frio, apds o preparo das formulagdes que necessitam de aquecimento. Os
6leos vegetais geralmente sao incorporados na concentracao de 0,1 a 8%, na fase oleosa da
preparacao ou em formulagcdes de natureza aquosa, quando apresentarem hidrossolubilidade
pela reacdo com 6xidos de etileno.

Em 1989, Caramés propde o uso de algas marinhas em cosméticos, sugerindo formula-
¢Oes de produtos anticelulite, produtos hidratantes e amaciantes, e cosméticos para o trata-
mento do cabelo. O autor afirma ainda que os extratos de algas apropriadamente escolhidos e
adequadamente formulados oferecem grandes potencialidades no desenvolvimento de uma
grande variedade de produtos cosméticos.

Em 1999, Barreto estudou o papel das algas no rejuvenescimento cutaneo, como nova
alternativa de beneficios para os cosméticos. Este estudo afirma que o uso de um vetor sinérgico,
como extrato de algas rico em polissacarideos sulfatados, pode ser substituto dos alfa-hidréxi-
acidos, altamente irritantes em concentra¢des elevadas e, consequentemente, baixos pHs.
Assevera ainda que a migracao de molécula altamente polar do hidréxi-acido através das do-
bras poliméricas esta relacionada a ligacao de hidrogénio, regulando a penetracao na pele e
permitindo esfoliacdo, sem efeitos colaterais.

Em 2003, Briand relatou que os cosméticos azuis ou ingredientes marinhos passaram de
mitos para realidades cientificas. O vegetal marinho, anteriormente conhecido como alga, foi
usado principalmente em esforcos de marketing até os anos 90. Desde entao, sua atividade
evoluiu para comprovar sua verdadeira eficacia. A alga deixou seu micromercado e vem fazen-
do parte das matérias-primas usadas pela industria internacional de cosméticos. No geral, subs-
tancias algaceas caminham para se tornar componentes importantes dos mais verdadeiros
cosméticos de cuidado pessoal.

Em 1997, em artigo de revisdo enfocando os aspectos do emprego de fitoterapicos na
higienizacao oral, abordando principalmente os 6leos essenciais, Nicoletti e colaboradores
afirmaram que o reino vegetal é fonte inesgotavel de farmacos que podem ser utilizados na
terapéutica desde que devidamente estudados sob varios aspectos técnico-cientificos com
comprovacao de sua atividade farmacoldgica e inocuidade. A utilizacao de fitoderivados per-
mite grande versatilidade das formulacées para higienizacdo oral, podendo colaborar efetiva-



mente na manutencéo da integridade da mucosa ou mesmo em sua regeneracdo. E importan-
te, porém, ressaltar que o sistema utilizado deverd apresentar compatibilidade fisiolégica com
a cavidade bucal, promovendo a manutencdo das propriedades fisico-quimicas caracteristicas
desse meio (pH, principalmente), que sao necessarias a eficacia da defesa natural, ndo desenca-
deando o desequilibrio bioldgico; caso contrario, os resultados pretendidos com a utilizacao
desses produtos ndo passardo de meras promessas de fabricantes, como tantas existentes na
area cosmética (NICOLETTI, 1997).

Novacoski & Torres, em 2005, propuseram uma mistura de dleos essenciais de Lavandula
officinalis Chaix (lavanda), Melaleuca alternifolia Cheel (melaleuca), Juniperus virginiana L. (ce-
dro), Eugenia caryophyllata Thunb. (cravo botdo) e Thymus vulgarisL. (tomilho) para uso como
conservantes em cosméticos; entretanto, os resultados obtidos nao foram conclusivos, uma
vez que o 6leo de cedro ndo apresentou atividade isoladamente, mas foi observado aumento
importante da atividade antibacteriana da mistura equitativa dos 6leos.

Embora algumas plantas sejam usadas com apelo do emprego de matéria-prima vege-
tal para atrair consumidores para aqueles cosméticos, muitas ja apresentaram atividade cien-
tificamente comprovada, como mostram alguns estudos.

Os consumidores referem-se a cosméticos naturais como produtos relativos a plantas,
com extratos vegetais, segundo Muller, 1993, que propde um cosmético 100% natural, tendo
uma visao mais ampla do termo “ingredientes naturais’,considerando produtos com caracteris-
ticas melhoradas de biodegradabilidade, alcancando “beleza sem crueldade” e “beleza sem
danos ao meio ambiente”.

Em 1995, Bennett e colaboradores avaliaram uma mistura de alfa-hidréxi-acidos (AHAs)
de ocorréncia natural e de origem vegetal, com o objetivo de estender o maior leque possivel
aos seus efeitos benéficos, variando a distribuicdo das cadeias de carbono. Para isso, identifica-
ram plantas ricas em acidos glicélico, latico, citrico, malico e tartarico, respectivamente
Saccharum officinarum L., Vaccinium myrtillus L., Gitrus sinensis (L.) Osbeck e Gitrus limonum
Risso, Acer saccharum Marshall, cuja mistura continha 12 a 17% de acido glicélico, 28 a 32% de
acido latico, 2 a 6% de acido citrico, no méximo 1% de acido mélico e no maximo 1% de 4cido
tartarico, com objetivo de avaliar seu efeito sobre a renovacao celular. Os autores concluiram,
apos resultados positivos, que os AHAs de origem botanica ndo representavam um conceito
revoluciondrio, mas sim um ingrediente natural e balanceado para o tratamento altamente
eficaz da pele.

Nesse mesmo ano, Oliveira e Bloise propdem extratos e 6leos naturais vegetais funcio-
nais. Os autores indicam aplicacdes e concentracdes usuais de diversos ingredientes naturais,
tais como: Prunus armeniaca L. (abricot), Aloe vera (L.) Burm. f. (aloe vera), Prunus amygdalus
Batsch (améndoas doces), Calendula officinalis L. (caléndula), Prunus persica (L.) Batsch (caroco
de péssego), Daucus carota L. (cenoura), 7Triticum sativum Lam. (germe de trigo), Sesamum
indicum L. (gergelim), Helianthus annuus L. (girassol), SimmondSsia chinensis (Link) C.K. Schneid.
(jojoba), Limnanthes alba Hartw. ex Benth. (meadowfoam), Macadamia ternifolia F. Muell. (noz
macadamia), Oenothera biennis L. (primula), Ricinus communis L. (ricino), Borago officinalis L.
(semente de borragem), Prunus avium (L.) L. (semente de cereja), Papaver somniferum L. (se-
mente de papoula), Vitis vinifera L. (semente de uva), Bixa orellanal. (urucum) Yucca schidigera
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Ortgies (yucca), concluindo que os ingredientes naturais desempenhardo um papel proemi-
nente na cosmética nos anos futuros e assegurando que os termos ‘natural, ‘derivado de natural’
e ‘de origem natural’ tornar-se-do mais claros, embora naquela época esses mesmos ingredien-
tes pudessem contar com sua prépria funcionalidade e desempenho.

No ano 2000, Silva e colaboradores propuseram o dleo de babacu como um novo
adjuvante lipofilico. Obtido do coco da palmeira babacu, cuja espécie predominante em uma
vasta area das regides norte e nordeste do Brasil é a Orbignya phalerata Mart., é considerada a
oleaginosa mais produtiva do mundo, uma vez que comeca a produzir aos cinco anos de idade
e atinge seu apice em torno de 35 a 40 anos. O 6leo apresenta, em sua composicao, acidos
graxos de importancia cosmetoldgica, como os acidos miristico, palmitico e oleico, que o qua-
lificam como adjuvante lipofilico em emulsdes tépicas do tipo 6leo em agua.

Dweck, em 2002, mostrou que ingredientes naturais podem ser algo mais do que ape-
nas apelos mercadolégicos na hora de redigir o texto publicitario que ilustra a embalagem.
Boas aplicacdes da fitoquimica podem justificar o uso de ingredientes vegetais que tragam
verdadeiros beneficios para a pele. Santos, em 2006, afirmou que o mercado de extratos vege-
tais € interessante e que ha varios diferentes tipos de extratos vegetais no mercado tanto da
biodiversidade local como internacional, bem como extratos em diversas concentracbes e
blends estaveis de varios extratos. Afirmou, também, que, infelizmente, esse ainda ndo é um
mercado plenamente mapeado em termos de volume e faturamento, mas é sabido que cada
vez mais produtores de matérias-primas tém-se voltado para esse negdcio.

Roque, em 2003, propde o uso de Mentha piperital. (hortela) como aliada no combate as
irritacoes pos-barbear. A presenca de flavononas conferiu conforto para a pele sensibilizada,
através da reducao na liberacdo de mediadores celulares da inflamacao (interleucina — 1 alfa e 8,
prostaglandina E,, histamina) e por estimular a producdo de neuropeptideos do bem-estar, as
beta-endorfinas. Em painel sensorial, os julgadores responderam a questionarios evidenciando
beneficios estatisticamente significativos das flavononas da horteld no alivio da queimacéo
provocada pela lamina de barbear, proporcionando agradavel sensacédo de frescor e tonicidade a
pele.

Oliveira ( 2003), mostra beneficios interessantes a partir de éleo de maracuja e da man-
teiga de cupuacu. Um cosmético contendo éleo de semente de maracuja promoveu diminui-
¢do dos niveis de oleosidade da pele evidenciada por alteracdes significativas (p<0,05) da
sebumetria ap6s 7 dias, representando uma diminuicao de 27%, quando comparado ao éleo
mineral, que nao alterou a condicao de oleosidade no mesmo periodo de tempo. Com a man-
teiga de cupuacu, houve reducdo significativa dos parametros associados a inflamacdo, como
vermelhidéo (reducao de 26%), reducdo do ressecamento da pele, com aumento da hidratacdo
(13%) e reducao em 27% da perda de dgua transepidérmica.

Souza e colaboradores (2005) estudaram a atividade fotoprotetora de Achillea
millefolium L. (Asteraceae), concluindo que os extratos das flores e folhas ndo foram efetivos
para o preparo de um produto fotoprotetor, uma vez que os comprimentos de onda da maxima
absorcao apresentados por esses extratos nao corresponderam aos comprimentos de onda das
radiacdes ultravioleta A e B.

Salvagnini e colaboradores avaliaram a eficacia de conservantes associados a extrato de



Achillea millefolium L. contra Bacillus subtilis, um microrganismo que frequentemente apare-
ce como contaminante em extratos, embora nao cause nenhum dano. A eficacia antimicrobiana
de conservantes empregados em formula¢des cosméticas foi avaliada usando Phenova® e
Imidazolinidil ureia, que inibiram o crescimento de Bacillus subtilis no extrato de Achillea
millefolium L. e Nipagin®/ Nipasol® 0,2% em propilenoglicol ndo apresentaram efeito
microbicida (Salvagnini et a/, 2006).

Priest, em 2006, relata que, nos Ultimos 20 anos, o uso de ingredientes de origem natu-
ral em cosméticos ganhou popularidade rapidamente, sendo incluidos nas formulacbes para
agregar bioatividade, funcionalidade e apelo de marketing. Ele propde o uso de éleo de cha
australiano, 6leo essencial produzido por destilacao de vapor das folhas de Melaleuca alternifolia
Cheel, planta nativa na costa leste da Australia, contendo, como componente ativo, o terpineno-
4-ol, na concentracao de 40%, que atua como antibacteriano, antifingico e anti-inflamatorio.
Entretanto, pelo seu forte odor, seu uso era restrito, até o surgimento de um derivado, com odor
reduzido, obtido por processo de destilacdao fracionada, sem uso de solvente, que separa e
concentra o terpineno-4-ol, conferindo propriedade anti-irritante, tornando-o adequado a pe-
les sensiveis tanto para produtos que permanecem como para 0s que sao removidos da pele.

Souza e colaboradores (2006) estudaram o potencial antimicrobiano de extratos de
Achillea millefolium L. e concluiram que eles nao apresentaram resultados positivos.

As espécies pertencentes ao género Stryphnodendron, conhecidas como “barbatimao’,
sdo nativas do cerrado brasileiro. Possuem taninos como metabdlitos secundarios primordiais
de suas cascas apresentando, dentre outras, atividade antimicrobiana e cicatrizante. A concen-
tracao bactericida minima (CBM) do extrato seco das cascas de Stryphnodendron adstringens
(Mart.) Coville frente a duas bactérias Gram-positivas e uma bactéria Gram-negativa foi deter-
minada pela técnica de diluicdo em tubos por Souza e colaboradores (2007). A atividade
antimicrobiana do extrato seco e a atividade antisséptica de sabonete liquido contendo o ex-
trato seco estudado foram avaliadas pelo método de difusdo em agar. O extrato apresentou
valores de concentracdo bactericida minima de 50mg/mL frente a Staphylococcus aureus e
75mg/mL contra Staphylococcus epidermidis e Escherichia coli e, no teste de difusao em agar,
S. aureus apresentou maior sensibilidade ao extrato seco que as outras bactérias. O sabonete
liguido mostrou maior eficiéncia na atividade antisséptica contra as bactérias testadas na con-
centracao de 100 mg de extrato/mL de sabonete.

Galhardo e colaboradores (2007) estudaram o potencial antimicrobiano do 6leo essen-
cial de Eugenia unifiora L, para cosméticos a serem empregados na cavidade bucal bem como
avaliaram a interferéncia da época de coleta das folhas na qualidade do 6leo, em relacdao ao
potencial inibitério de crescimento microbiano de microrganismos da cavidade bucal. Por
meio dos resultados obtidos na avaliacao antibacteriana, os autores concluiram que os 6leos
essenciais de £ugenia uniflora L. estudados apresentaram atividade antibacteriana e que a
época do ano em que foram coletadas as folhas para a extragdo do 6leo ndo apresentou influén-
cia no poder de inibicdo. A partir desses resultados, os autores propdem o desenvolvimento de
formulacdes de enxaguatério bucal e pasta dentifricia contendo o éleo essencial de pitanga e
propdem, também, avaliar a atividade antibacteriana do 6leo incorporado a essas formulagdes
para verificar se o 6leo essencial de pitanga poderia ser utilizado como uma alternativa ao uso
da clorhexidina.
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Iha e colaboradores, em 2008, realizaram estudo fitoquimico de goiaba (Psidium guajava
L.) para avaliar o potencial antioxidante visando ao desenvolvimento de formulacéo
fitocosmética. Considerando a qualidade dos fitoterapicos, é importante salientar que a preo-
cupacao com essa questdo incluiu rigoroso acompanhamento das diferentes etapas do desen-
volvimento e producdo, desde a coleta do vegetal até a disponibilidade do produto final. Nesse
trabalho, os autores realizaram o controle da qualidade, avaliaram o potencial antioxidante
como também realizaram ensaios biolégicos /n vitro do fruto da goiabeira (Psidium guajaval.)
para o desenvolvimento de uma formulagdo fitocosmética. Os resultados mostraram que o
fruto apresenta taninos e flavonoides bem como atividades antioxidante e antimicrobiana. A
analise microbiolégica ndo apresentou crescimento de patégenos na formulagdo desenvolvi-
da entre os outros testes realizados. Destaca-se, nesse estudo, a importancia do estabeleci-
mento do controle da qualidade para as plantas, a fim de que sejam utilizadas para o desenvol-
vimento de uma formulacgao fitocosmética segura, eficaz e de qualidade.

Cefali e colaboradores, em 2009, avaliaram o potencial do tomate salada como fonte
alternativa de antioxidante para uso tépico. O objetivo do estudo foi obter um extrato rico
em licopeno através da polpa desse tomate. O extrato foi analisado utilizando os métodos de
espectroscopia no ultravioleta/visivel, cromatografia de camada delgada e cromatografia
liquida de alta eficiéncia. A atividade antioxidante do extrato foi avaliada utilizando o método
do radical livre 2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPH). Foi identificada a presenca de licopeno na
polpa do tomate salada e o extrato apresentou uma fracao apolar rica em carotenoides refe-
rente a 96,70% de licopeno. Na avaliacao da atividade antioxidante usando o radical DPPH, o
extrato apresentou atividade (IC,, de 0,311 mg/mL). Nesse estudo, os autores concluiram
que o tomate salada é uma fonte rica em licopeno e pode ser utilizado como antioxidante
para uso topico.

Migliato e colaboradores, em 2009, verificaram a atividade antibacteriana de sabonete
liquido contendo extrato glicélico de Dimorphandra mollis Benth., conhecido como falso
barbatimao. Essa planta é utilizada topicamente como cicatrizante, adstringente e
antimicrobiano. No estudo, foi verificada a atividade antibacteriana de sabonete liquido con-
tendo extrato glicélico de DO. mollis (EGD) em diferentes concentragdes (8, 15 e 20%) e em
diferentes pHs (6 e 8). Muitas vezes a atividade antibacteriana de extratos vegetais incorpora-
dos em formulacdes é dose-dependente. Assim, foram empregadas concentracdes aleatérias
de extrato glicélico, trabalhando numa faixa de concentracdo de extrato relativamente alta (8 a
20%) e procurando garantir que a proposta do sabonete liquido antisséptico fosse positiva.
Outro fator a ser considerado diz respeito aos problemas técnicos em relacao ao sabonete
liquido. Concentragdes superiores as escolhidas poderiam afetar a estrutura da férmula e com-
prometer a capacidade espumoégena da preparacao e interferir negativamente sobre a visco-
sidade. Os autores observaram que o sabonete liquido contendo o EGD, de acordo com o ensaio
de difusdo em agar realizado em triplicata, independentemente da concentracdo e do pH em-
pregados, ndo apresentou atividade antibacteriana.

Hubinger (2010) avaliou o potencial antioxidante de Dimorphandra mollis Benth. O
objetivo do estudo foi obter um extrato rico em flavonoides a partir dos frutos de D. mollis.
Ricos nos flavonoides rutina e quercetina, compostos com elevada atividade antioxidante, os



frutos desse vegetal podem ser utilizados na prevencao de enfermidades causadas por radicais
livres. O extrato foi analisado utilizando os métodos de doseamento por espectrofotometria
(teor de flavonoides totais de 33,71%) e cromatografia liquida de alta eficiéncia. O extrato apre-
sentou, ainda, acao antioxidante favoravel frente aos radicais DPPH e ABTS.

AVALIACAO DA QUALIDADE DE MATERIAS-PRIMAS VEGETAIS

Os parametros da qualidade para fins farmacéuticos sao, em principio, estabelecidos
nas Farmacopeias e Cddigos oficiais. No caso das matérias-primas vegetais oriundas de plantas
classicas, ou seja, aquelas estudadas tanto do ponto de vista quimico, quanto farmacolégico,
existem monografias definindo critérios de identidade, de pureza e de teor de constituintes
guimicos. Dependendo da origem vegetal, podem ser utilizadas, além da Farmacopeia Brasi-
leira, outras farmacopeias como, por exemplo, Farmacopeia Alema, Farmacopeia Americana,
Farmacopeia Argentina, Farmacopeia Britanica, Farmacopeia Europeia, Farmacopeia Francesa,
Farmacopeia Internacional (OMS), Farmacopeia Japonesa, Farmacopeia Mexicana e Farmacopeia
Portuguesa (BRASIL, 2009). Ainda, quando uma planta a ser usada ou estudada nao consta em
uma farmacopeia atualizada, é essencial que o usuario dessa planta como matéria-prima ela-
bore uma monografia estabelecendo seus padroes de qualidade. Assim, a qualidade adequada
das matérias-primas deve ser realizada de acordo com bases cientificas e técnicas. Nos proce-
dimentos rotineiros de andlise da qualidade, geralmente é preconizado o emprego de
metodologias quimicas, fisicas ou fisico-quimicas e bioldgicas, sendo necessaria a correlacao
entre os parametros analisados e a finalidade a que se destina. Estabelecidos estes critérios, o
emprego de protocolos de analise, permitindo o acompanhamento e a documentacdo de to-
dos os procedimentos, é fundamental para assegurar e o gerenciar a qualidade (SIMOES et a/,
2004; YANG et al, 2010).

CONTROLE DE QUALIDADE DE FORMULACOES FITOCOSMETICAS

Um fitocosmético deve passar por todas as etapas de pesquisa: proposicdo, criacao e
desenvolvimento, incluindo os testes de estabilidade, para assegurar a atividade durante toda
sua vida util (ISAAC et a/, 2008).

A estabilidade é um parametro de validacdo muito pouco descrita em normas de vali-
dacdao de metodologia analitica (VILEGAS & CARDOSO, 2007), mas necessdria para assegurar a
gualidade do fitocosmético, desde a fabricacdo até a expiracdo do prazo de validade. Varidveis
relacionadas a formulacado, ao processo de fabricacdao, ao material de acondicionamento e as
condicdes ambientais e de transporte, assim como cada componente da formulagédo ser ativo
ou ndo, podem influenciar na estabilidade do produto.

As alteracdes podem ser extrinsecas, ou seja, relacionadas a fatores externos aos quais
o produto esta exposto (tempo, temperatura, luz e oxigénio, umidade, material de acondicio-
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namento e vibracdo) e intrinsecas, relacionadas a natureza das formulacdes e, sobretudo, a
interacao de seus ingredientes entre si e/ou com o material de acondicionamento: incompati-
bilidade fisica e incompatibilidade quimica, como, por exemplo, pH, reacées de 6xido-redu-
¢ao, reacdes de hidrolise, interacao entre ingredientes da formulacao e interacao entre ingredi-
entes da formulacdo e o material de acondicionamento (ISAAC et a/, 2008).

TESTES DE ESTABILIDADE

Estabilidade preliminar

O teste de estabilidade preliminar consiste em submeter a amostra a condicdes ex-
tremas de temperatura e realizar os ensaios em relacao aos varios parametros de acordo com
a forma cosmética estudada. O teste de estabilidade preliminar tem a duracdo de 15 dias,
sendo a primeira avaliacdo realizada no tempo um (t1), que corresponde a 24 horas apés a
manipulacdo e/ou producdo, para que o produto possa adquirir viscosidade e consisténcia
final ap6s sua maturacdo. As outras avaliacdes devem ser realizadas diariamente, durante
toda a duracdo do teste. Alguns dos parametros a serem analisados para cada amostra sdo
aspecto, cor, odor, pH, viscosidade, densidade, condutividade elétrica e devem ser apresen-
tados como a média aritmética dos valores obtidos dos testes realizados em triplicata (BRA-
SIL, 2004; ISAAC et al,, 2008).

Estabilidade acelerada

Este teste tem como objetivo fornecer dados para prever a estabilidade do produto,
tempo de vida util e compatibilidade da formulacdo com o material de acondicionamento
(BRASIL, 2004). Emprega condicdes ndo extremas e serve como auxiliar na determinacao da
estabilidade da formulacao. E um estudo preditivo e pode ser usado para estimar o prazo de
validade, mas pode ser empregado, ainda, quando houver mudanc¢as na composicao ou no
processo de fabricacdo, na embalagem primaria ou para validar equipamentos e, também, no
caso de fabricacao terceirizada. As amostras devem ser acondicionadas em frascos de vidro
neutro ou na embalagem a ser acondicionadas como produto final, o que pode antecipar a
avaliacdo da compatibilidade entre a formulacdo e a embalagem. E importante que a quantida-
de de produto seja suficiente para as avaliacdes necessarias e que o volume total da embala-
gem nao seja completado, sendo respeitado um terco da capacidade da embalagem para
possiveis trocas gasosas. O teste de estabilidade acelerada tem duracdo de 90 dias, embora
possa ser estendido para seis meses ou um ano, em func¢ao das caracteristicas do produto a ser
analisado. As amostras devem ser submetidas a aquecimento em estufas, resfriamento em
refrigeradores, exposicdo a radiacdo luminosa e ao ambiente, com controle da temperatura e
analisadas em relacao aos varios parametros de acordo com a forma cosmética estudada (BRA-
SIL, 2004; ISAAC et al,, 2008).



Teste de prateleira

A amostra, acondicionada em embalagem apropriada e mantida em temperatura am-
biente, deve ser analisada periodicamente, até o término do prazo de validade, em relacao aos
varios parametros de acordo com a forma cosmética estudada.

ENSAIOS FiSICO-QUIMICOS

Os parametros a serem avaliados nos ensaios de estabilidade devem ser definidos e
dependerao nédo sé das caracteristicas do produto como também dos componentes da formu-
lacdo e, principalmente, da forma cosmética. Podem ser classificados em organolépticos, fisi-
co-quimicos e microbiolégicos. Um cuidado a ser tomado é com os ensaios realizados que
devem, de fato, representar o conjunto de parametros que avaliem a estabilidade do produto.

Centrifugacao

Em tubo de ensaio para centrifuga, conico, graduado, de 10g de capacidade, devem ser
pesados, em balanca semianalitica, cerca de 5g da amostra a ser analisada, os quais devem ser
submetidos a rotacées crescentes de 980, 1800 e 3000rpm, em centrifuga, durante quinze
minutos em cada rotacao, a temperatura ambiente (IDSON, 1988; IDSON, 1993a; IDSON, 1993b;
RIEGER, 1996). A nao ocorréncia de separacao de fases ndo assegura sua estabilidade, somente
indica que o produto pode ser submetido, sem necessidade de reformulacdo, aos testes de
estabilidade (ISAAC et a/, 2008).

Estresse térmico

Em embalagem adequada, semelhante aquela a ser usada para a comercializacao do
produto cosmético, 10g da amostra devem ser submetidos a condicdes extremas de tempera-
tura, como 5 °C e 45 °C, para detec¢do de sinais de instabilidade a mudancas de temperaturas
e sob manutencédo de temperaturas baixas e elevadas por um determinado intervalo de tem-
po. A nao ocorréncia de separacao de fases deve ser indicativa de estabilidade do produto
ensaiado (ISAAC et al, 2008).

Ciclos de congelamento e descongelamento

Em embalagem adequada, semelhante aquela a ser usada para a comercializacdo do
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produto cosmético, cerca de 10g da amostra devem ser submetidos a condicdes extremas de
temperatura, nos chamados ciclos, sendo considerados para efeito de estudo de estabilidade
preliminar a realizacao de, pelo menos, seis ciclos. Os ciclos de congelamento e descongela-
mento alternam 24 horas em temperaturas elevadas e 24 horas em temperaturas baixas, sen-
do recomendados os seguintes conjuntos: ambiente e —5+2 °C; 4042 °C e 442 °C; 45+2 °C e -
5+2 °C e 50+2 °C; —5+2 °C ( BRASIL, 2004, ISAAC et al,, 2008).

Exposicao a radiagao luminosa

Em embalagem adequada, semelhante aquela a ser usada para a comercializacdo do
produto cosmético, cerca de 10g da amostra devem ser submetidos a condicdes extremas de
incidéncia luminosa direta, para deteccao de sinais de instabilidade a exposicdo a luz. A nao
ocorréncia de separacdo de fases e a nao alteracdo da coloracdo devem ser indicativas de esta-
bilidade do produto ensaiado (BRASIL, 2004; ISAAC et al,, 2008).

Aspecto

A amostra deve ser analisada, em relagdo ao padrdo, a fim de avaliar as caracteristicas
macroscépicas para verificacao de sinais de instabilidade. A ndo ocorréncia de separacao de
fases, de precipitacao e de turvacao deve ser indicativa de estabilidade da amostra ensaiada. O
aspecto pode ser descrito como granulado, p6 seco, pé Umido, cristalino, pasta, gel, fluido,
viscoso, volatil, homogéneo, heterogéneo, transparente, opaco e leitoso. A amostra pode ser
descrita como normal, sem alteracédo; levemente separada, precipitada, turva; separada, preci-
pitada, turva (ISAAC et al, 2008).

Cor

A colorimetria deve ser realizada pela comparacao visual, sob condicdes de luz branca
e espectrofotométrica, pela andlise na regido espectral do visivel, da cor da amostra com a cor
do padrao, armazenado nas mesmas condi¢cdes e embalagem que a amostra. A comparacgao
visual da cor da amostra ensaiada com a cor do padrao deve ser realizada em cerca de 5g da
amostra acondicionadas em frascos iguais. A fonte de luz empregada deve ser a luz branca,
natural. Cerca de 1,59 da amostra ensaiada diluidas em agua destilada, na proporcdo de 1:1 (p/
p) deve ser submetidos a colorimetria espectrofotométrica pela andlise da varredura, na regiao
do visivel, e comparacdo com a varredura do padrao. Efeitos hipercromico e hipocrémico,
referentes a intensidade da banda e efeitos batocromico ou hipsocromico, referentes a varia-
¢ao no comprimento de onda relativo a maxima absorcao, sao indicativos de alteracdo na in-



tensidade da cor ou mesmo modificacdao da coloracao e, portanto, podem ser indicativos de
instabilidade. A amostra pode ser classificada, em relacao a cor, em normal; sem alteracao;
levemente modificada; modificada; intensamente modificada (BRASIL, 2004, ISAAC et al, 2008).

Odor

O odor da amostra ensaiada deve ser comparado ao odor do padrado, diretamente pelo
olfato. A amostra pode ser classificada, em relacdo ao odor, em normal, sem alteracéo, leve-
mente modificado, modificado e intensamente modificado (ISAAC et a/, 2008).

pH

A determinacao do pH deve ser realizada em uma dispersao aquosa a 10% (p/p) da
amostra ensaiada em agua recém-destilada, usando potenciémetro digital, avaliando a dife-
renca de potencial entre dois eletrodos imersos na amostra em estudo (BRASIL, 2004). O eletro-
do deve ser inserido diretamente na dispersao aquosa da amostra (DAVIS & BURBAGE, 1997), e
valores mantidos entre 5,5 e 6,5, compativeis com o pH cutaneo, devem ser usados como
critério de estabilidade (ISAAC et a/, 2008).

Densidade

A densidade relativa é a relacdo entre a densidade absoluta da amostra e a densidade
absoluta de uma substancia usada como padrdao. Quando a dgua é utilizada como substancia
padrdo, a densidade determinada é a densidade especifica (BRASIL, 2007). A determinacao da
densidade especifica deve ser realizada em picnémetro, acoplado com termdémetro, previa-
mente pesado vazio, para determinacdo da massa do picnOmetro vazio. A amostra deve ser
inserida no picnémetro e a temperatura deve ser ajustada para 20 °C, quando, entao, o
picnémetro deve ser pesado, para determinacdo da massa do picndmetro com a amostra. A
diferenca entre a massa do picnémetro com a amostra e do picndmetro vazio é a massa da
amostra. A relacdo entre a massa da amostra e a massa da dgua, ambas a 20° C, representa a
densidade especifica da amostra ensaiada (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2001).

Viscosidade

A viscosidade depende das caracteristicas fisico-quimicas e das condi¢des de tempe-
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ratura do material (BRASIL, 2007). Pode ser determinada em viscosimetro rotativo coaxial,
acoplado a banho termostatizado e a computador para uso de software especifico para o equi-
pamento, que tem como principio a velocidade de rotacao de eixos metalicos imersos no
material ensaiado, e consiste na medicdo do torque requerido para rodar o sensor imerso na
amostra. O controle da temperatura e a escolha do sensor sdao fundamentais para a adequacao
da leitura. O sensor deve ser mergulhado diagonalmente na amostra, para evitar formacao de
bolhas. A quantidade adequada de amostra deve ser inserida no dispositivo de amostras; o
sensor imerso deve possibilitar, sob velocidades crescentes, a leitura das viscosidades. Podem
ser tracadas curvas ascendente e descendente, correspondentes a velocidades crescentes e
decrescentes, a fim de serem classificados os sistemas em newtonianos ou nao-newtonianos,
isto é, que apresentam ou nao viscosidades constantes sob qualquer condicdo (ISAAC et al,
2008).

Espalhabilidade

A determinacao da espalhabilidade da amostra deve ser realizada a partir da leitura dos
diametros abrangidos pela amostra em um sistema formado por uma placa-molde circular de
vidro com orificio central, sobre uma placa suporte de vidro posicionada sobre uma escala
milimetrada (KNORST & BORGHETTI, 2006). Cerca de 0,3g de amostra devem ser colocadas
entre duas placas de vidro, com 10 X 18cm e 0,5cm de espessura, sendo uma delas disposta
sobre um papel milimetrado, colado em uma placa de madeira. A adicdo de pesos de 250, 500,
750 e 1000g, a cada trés minutos, na placa superior, promove o espalhamento do produto, que
pode ser medido como extensibilidade, em centimetros (ISAAC et al, 2008).

Analise térmica

A andlise térmica deve ser realizada submetendo a amostra a analise por Calorimetria
Exploratéria Diferencial (DSC) e Termogravimetria (TG/DTG). A massa da amostra deve ser colo-
cada em cadinho de platina para as analises de TG e DTG e em cadinho de aluminio com tampa
perfurada para a andlise de DSC. A razdo de aquecimento deve ser determinada experimental-
mente, em atmosfera de N, utilizando uma ampla faixa de temperatura (ISAAC et al, 2008).

Espectrofluorimetria

A espectrofluorescéncia pode ser empregada para detectar a presenca de peréxido
por meio de uma sonda que se torna fluorescente na presenca de perédxidos, apds incubacao



em meio tamponado (PYTEL et a/, 2005).

Granulometria a /aser

No equipamento de granulometria por difracdo a /aser, a distribuicdo de tamanho da
particula é calculada comparando o ensaio de uma amostra com um modelo ético apropriado.
Esse ensaio pode ser realizado para determinacdo da estabilidade de sistemas emulsionados.

Estudo do comportamento reoldgico

A determinacao do comportamento reolégico pode ser realizada em reémetro acoplado
em banho termostatizado, por meio de ensaios rotativos e oscilatérios, para caracterizacao
reolégica completa dos produtos estudados. Os ensaios rotativos permitem andlise do fluxo da
amostra, da tixotropia, da drea de histerese e determinacao do limite de escoamento, utilizan-
do uma tensdo de cisalhamento por um determinado periodo de tempo para a curva ascen-
dente e mesmo tempo para a curva descendente, obtendo, por exemplo, dados relativos a um
ponto por segundo, sob temperatura controlada. Os ensaios oscilatérios permitem analisar a
deformacdo e a recuperacao da amostra, a susceptibilidade mecanica, depois de aplicadas
tensdes de cisalhamento por um determinado periodo de tempo, em temperatura controlada,
com o sensor adequado a consisténcia de cada produto analisado. A amostra deve ser exposta
a forca oscilatéria, isto é, deve ser submetida a uma tensao de cisalhamento utilizando
frequéncias variaveis, sendo possivel analisar a viscosidade dinamica (¢), os médulos de
estocagem ou armazenamento (G') e de perda ou deformacao (G”), os quais possibilitam inferir
sobre a deformacdo e a recuperacao de amostras apds o cisalhamento, avaliando a
viscoelasticidade dos sistemas (Isaac et al., 2008). Em qualquer tipo de ensaio, devem ser utili-
zados o sensor (placa-placa, cone-placa ou copos com cilindros coaxiais), a tensao de
cisalhamento, a temperatura e o tempo de analise adequados para cada sistema (ISAAC et a/,
2008). Para produtos topicos, é recomendada a temperatura de 32° C, por representar a tem-
peratura da pele (SALGADO et a/, 2010).

ENSAIOS MICROBIOLOGICOS

O objetivo do controle microbiolégico de fitocosméticos é assegurar uma producao de
boa qualidade, livre de determinados microrganismos, principalmente os potencialmente pre-
judiciais ao usuario, bem como garantir uma preparacdo adequada, que permaneca como tal,
mesmo apos uso continuo pelo consumidor (CARTURAN, 1999).
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Para estudos de estabilidade microbiolégica, geralmente, recomenda-se o ensaio de
desafio para o sistema conservante. Esse teste deve ser feito quando o produto for susceptivel
a contaminacgdo potencialmente perigosa ao consumidor (PINTO et a/, 2003). Em geral, é acei-
tavel que a carga microbiana de um produto nao-estéril mantenha-se dentro dos limites esta-
belecidos pelos compéndios oficiais com o tempo de armazenamento (vida util); entretanto,
nao é desejavel que aumente (PINTO et a/, 2003).

O teste para avaliacao de sistemas conservantes foi descrito pela primeira vez na
Farmacopéia Americana em 1970, e abrangia somente produtos estéreis aquosos injetaveis,
oftalmicos e nasais. Esse método permaneceu inalterado por cerca de vinte e cinco anos devi-
do a sua boa reprodutibilidade, contribuindo significativamente no estudo da eficacia do siste-
ma conservante (PINTO et a/, 2003). Neste teste, conhecido por “desafio”, inéculos de 10°-10°de
microrganismos-teste das bactérias Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e
Escherichia coli e dos fungos Aspergillus nigere Candida albicans, microrganismos que geral-
mente aparecem como contaminantes de cosméticos, sao inoculados no conservante ou nas
formulacées que os contenham, sendo feito um acompanhamento da viabilidade desses mi-
crorganismos nos tempos de incubagao de 7, 14 e 28 dias (USP 33, 2010).

Para Orth (1997), os testes de eficacia conservante sdo realizados com o objetivo de
determinar o tipo e a concentracao minima de efetividade do conservante necessaria para a
conservacao satisfatéria das formulagdes. De acordo com Orth & Steinberg (2003), trata-se de
testes de seguranca de um produto. Embora os cosméticos e produtos que contenham agua
nao necessitem ser estéreis, visto nao serem aplicados em superficies estéreis, formulacdes
que se conservam adequadamente devem ter um sistema de conservacao que as tornem, de
certa forma, autoesterilizdveis, ou seja, devem matar os microrganismos contaminantes em
tempo suficientemente rapido, de modo que nao se tornem um perigo para a saude e ndo
passem por alteragdes fisicas inaceitdveis, como modificacdo de pH, cor, odor, viscosidade,
dentre outros fatores, que poderiam, inclusive, causar transtornos a pele do consumidor do
cosmeético.

Um método alternativo para a avaliacao da eficacia de sistemas conservantes é baseado
no fato de que uma determinada populacdao de microrganismos, quando exposta ao agente
antimicrobiano, perde sua viabilidade de modo regular, e a fracao de sobreviventes decresce
exponencialmente com o tempo (ORTH, 1979). Assim, utiliza-se o valor D como sendo o tempo
necessario para a reducao de 90% da populacao de microrganismos-teste quando submetida
ao agente letal sob condicdes constantes. Esses valores podem ser calculados por meio de uma
curva expressa pela funcdo obtida entre o log do nimero de sobreviventes e o tempo (regres-
sdo linear) apds inoculacdo (OLIVEIRA, 1999).

Posteriormente, outras publicacdes como as da Federation Internationale
Pharmaceutiqué (FIP), Farmacopeias Britanica, Europeia e Japonesa, além da 7he Cosmetic
Toiletry and Fragance Association (CTFA), publicaram seus métodos, entre os quais havia algu-
mas diferencas de interpretacao (PINTO et a/, 2003).



Protocolos microbioldgicos

As amostras devem ser avaliadas considerando-se a Resolucao 481/99 (BRASIL, 1999) e
o fato de ndo conterem conservantes. Realiza-se a contagem de microrganismos meséfilos
aerdbios (bactérias e fungos) pela técnica de semeadura em profundidade (pour plate) e a
pesquisa de bactérias patogénicas especificas (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 1988; KONEMAN et
al, 2001; PINTO et al, 2003).

Desse modo, aliquotas de 10g das formulacdes devem ser acrescentadas em meios
de cultura especificos, determinando-se o numero total de microrganismos e a presenca de
Salmonella sp., Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus. Nessas
analises devem ser utilizadas amostras representativas do conteddo dos produtos, conforme
métodos preconizados na United States Pharmacopeia (USP 33, 2010) e por Carturan (1999)
no Guia ABC de Microbiologia, da Associacdo Brasileira de Cosmetologia (ABC). As analises
devem ser feitas em triplicata para cada uma das amostras estudadas. As formulacdes sujei-
tas ao controle microbiolégico devem ser armazenadas em recipientes assepticamente lim-
pos, na auséncia de umidade e luz, em locais frescos e arejados, segundo a Farmacopeia
Brasileira (1988).

Validagcao do método de estimativa do numero de microrganismos vidvers

Em placas de Petri previamente esterilizadas, deve-se adicionar aliquotas de TmL das
diluicdes 1:2 ou 1:10 das amostras em solucao salina, 0,5mL de suspensao microbiana (cerca de
102 UFC/mL) de cada microrganismo padrao estudado e15 mL de meio agar soja-caseina TSA. O
método deve ser realizado em duplicata para cada micro-organismo e diluicdo. O controle
deve ser determinado simultaneamente, transferindo-se 0,5mL de cada suspensdao microbiana
para placas contendo 15mL de TSA (BOU-CHACRA et al, 2005).

Estimativa do numero de microrganismos vidaveis

Inicialmente, deve-se realizar a assepsia das embalagens das formulagdes com etanol
70%, seguindo-se pela pesagem de 10g da amostra em um béquer estéril. Dilui-se a amostra,
transferindo-a para erlfenmeyer estéril com 90mL de meio Letheen (diluicdao 107), o qual sera
homogeneizado em vértex. Desse primeiro frasco, transferir 10mL para o segundo, contendo
90 mL de salina estéril (diluicdo 10%), homogeneizando novamente. Prosseguir com a transfe-
réncia de TmL de cada diluicdo, acrescentando-se 15 a 20mL de TSA estéril, resfriado em uma
temperatura aproximada de 45° C, em duas placas de cada diluicdo, e 4gar Sabouraud (AS) nas
outras duas placas. Os ensaios devem ser conduzidos em triplicata. Realizar a homogeneizacao
e, apods a solidificacao, incubar as placas contendo o meio TSA por 24 horas a 36%1°C (cresci-
mento de bactérias) e aquelas com AS, a 27+1 °C por 7 dias (crescimento de bolores e levedu-
ras). Apds o periodo de incubacdo, fazer a contagem das col6nias crescidas nesses meios de
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cultura, calculando posteriormente o nimero de microrganismos/g do produto e multiplican-
do pela diluicdo utilizada, os quais serao expressos em UFC/g.

Pesquisa de Salmonella sp. e Escherichia coli

Para a pesquisa de Sa/monella sp. e Escherichia coli deve-se transferir, assepticamente,
10g de amostra para 90mL de caldo lactosado. O caldo deve ser incubado a 36t1°C durante 24
horas. Apos esse periodo, observar o meio quanto ao crescimento. No segundo dia, transferir TmL
do caldo lactosado para dois tubos contendo caldo tetrationato e caldo selenito cistina, que de-
vem ser incubados a 36x1°C durante 24 horas, para a pesquisa de Sa/monella sp. Apos esse
periodo, semear, com uma alca de platina, amostra do caldo tetrationato para um tubo contendo
agar inclinado verde brilhante e trés placas de Petri contendo agar xilose-lisina-desoxicolato
(XLD) e &gar bismuto sulfito. Proceder da mesma forma com a amostra inoculada no caldo selenito
cistina e transferir para os trés meios, que serao incubados a 36+1°C durante 24 horas. Observar o
crescimento e as caracteristicas das col6nias. As suspeitas devem ser semeadas com alca reta em
tubo contendo agar inclinado ferro-trés acucares (TSI) e incubadas a 37°C durante 24 horas. Para a
pesquisa de £. colj transferir TmL do caldo lactosado para a placa de Petri contendo d4gar MacConkey.
Incubar a 36t1°C durante 24 horas. Observar o crescimento e as caracteristicas das colonias. As
coldnias suspeitas devem ser semeadas com alca de platina em placas de Petri contendo agar
eosina azul de metileno (EMB). Incubar a 36+1°C durante 24 horas.

Pesquisa de Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa

Para pesquisa de Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa deve-se transferir,
assepticamente, 10g de amostra para 90mL de caldo caseina-soja. Incubar o caldo a 36+1°C
durante 24 a 48 horas. Apds esse periodo, observar o meio quanto ao crescimento. Semear em
placas de Petri contendo agar Vogel Johnson para a pesquisa de S. aureus e em placas de agar
cetrimida para a pesquisa de R aeruginosa. Incubar a 36x1°C durante 24 horas. Depois, obser-
var o crescimento e as caracteristicas das colonias.

Avaliagao da eficdcia dos fitocosméticos como sistema conservante

Com a finalidade de avaliar a eficacia dos fitocosméticos como sistema conservante,
efetua-se o teste de desafio e calculo do valor D. Para a realizacdo dos experimentos, é necessa-
rio inicialmente realizar ensaios preliminares para padronizacao do inéculo dos diferentes



microrganismos usados, de modo a se quantificar o numero de células em torno de 106-107/
microrganismos/g nas formulag¢ées.

Teste de desafio

Para realizar o teste de desafio, deve-se inocular 10° células/g da amostra de cada um
dos microrganismos-teste (£ colj, S. aureus, P aeruginosa, Candida albicans e Aspergillus niger)
cultivados previamente em caldo caseina-soja (TSB) por 6 horas a 36x1°C (bactérias) e caldo
Sabouraud a 27+1°C (fungos), individualmente, em 10g de cada uma das amostras. Imediata-
mente apds a inoculacdo, retirar amostras de 1g de cada uma das formula¢cdes contaminadas
(tempo 0), diluindo-se em caldo Letheen e, a seguir, em tubos com solucao salina até atingir a
concentracdo necessdria para a contagem de colonias, sendo posteriormente semeados 100
KL na superficie de placas contendo TSA e AS (PINTO et a/, 2003; USP 33, 2010). Apés incubacao
a 36x1°C e 27+1°C, respectivamente, para bactérias e fungos, retirar amostras nos tempos de
7, 14 e 28 dias de incubacao para a realizacao da contagem de coldnias, expressando os valores
obtidos em UFC/g (PINTO et a/, 2003; USP 33, 2010). Os ensaios devem ser realizados em
duplicata, utilizando como controle negativo formulacdo sem conservante e, como controle
positivo, formulacdo com conservante.

Calculo do valor D

Para calcular o valor D, deve-se inocular 10°células/g da amostra de cada um dos micror-
ganismos-teste (£. coli, S. aureus, P aeruginosa, Candida albicans e Aspergillus niger cultivados
previamente em caldo caseina-soja (TSB) por 6 horas a 36t1°C (bactérias) e caldo Sabouraud a
27+1°C (fungos), individualmente, em 10g de cada uma das amostras. Imediatamente apds a
inoculacao, retirar amostras de 1g de cada uma das formulagdes contaminadas (tempo 0), dilu-
indo-se em caldo Letheen e, a seguir, em tubos com solucao salina até atingir a concentracdo
necessaria para a contagem de coldnias, sendo posteriormente semeados 100 uL na superficie
de placas contendo TSA e AS (PINTO et a/, 2003; USP 33, 2010). Apds incubacao a 36x1°C e
27+1°C, respectivamente, para bactérias e fungos, deve-se realizar a contagem de coldnias,
expressando os valores em UFC/g. As contagens devem ser realizadas nos tempos de incuba-
cdo de 2, 24 e 48 horas para bactérias e 4, 24, 48 horas e 7 dias para fungos, na temperatura
ambiente (PINTO et a/, 2003; USP 33, 2010). Os ensaios devem ser realizados em duplicata,
utilizando como controle negativo formulacdao sem conservante e, como controle positivo,
formulacdao com conservante.
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CITOTOXICIDADE

Ensaios para avaliar a citotoxicidade de extratos e éleos vegetais ndo eram realizados,
até ha pouco tempo, quando se usavam plantas e/ou seus derivados em produtos para aplica-
¢do topica; entretanto, essa pratica vem sendo realizada nas pesquisas atuais, garantindo segu-
ranca no uso de ativos vegetais. Citotoxicidade significa causar efeito tdéxico em nivel celular.
Entre os efeitos tdxicos, podem ser citadas a morte celular, alteracées na permeabilidade da
membrana, ou a inibicdo enzimatica. Os ensaios /n vitro sdo normalmente efetuados como um
teste de triagem inicial na primeira fase da avaliacdo de citotoxicidade. A necessidade de estu-
dos do comportamento celular /n vitro sobre extratos de diferentes materiais é fundamental
para o uso racional e seguro na pratica médica. No método /n vitro, podem ser observados os
processos de crescimento celular diretamente sobre as substancias testadas. Os testes /n vitro
sdo realizados utilizando linhagens celulares permanentes ou culturas primarias (por exemplo,
fibroblastos da pele). Alguns autores afirmam que as culturas primarias refletiriam de forma
mais precisa as situacdes /n vivo, entretanto apresentam dificuldades no cultivo. Outros afir-
mam que o uso de linhagens celulares estabelecidas oferece vantagens no cultivo, pois a defi-
nicdo das condi¢des de cultura evita variagdes individuais e a interferéncia de complexas
interacbes que ocorrem /n vivo (FRESHNEY, 2005).

Extrato padronizado de Ginkgo biloba L. (EGb 761), significativamente pode suprimir a
proliferacao e aumentar a citotoxicidade em células HepG,. O extrato de Ginkgo biloba L.
continha 22-27% de flavonoides e 5-7% de terpenoides em 10mL/L de etanol e 10mL/L de
solucao de sorbitol (CHAO et a/, 2004).

Extrato aquoso de Mentha piperita L. mostrou que determinadas doses por tempo de
exposicao de 24 horas reduziram o crescimento do organismo 7etrahymena pyriformis (NEVES
et al,, 2009). Esse microrganismo é um género de protozoarios ciliados ndo patogénicos de vida
livre, encontrados principalmente em agua fresca.

O extrato aquoso de folhas de Centella asiatica (L.) Urb. mostrou, nos testes de
citotoxicidade frente a células BHK-21 (linhagem de cancer de rim) e linhagem A549 (linhagem
de cancer de pulmao), uma concentracao citotoxica acima de 1000ug/mL, representando uma
baixa citotoxicidade do extrato testado (PITTELLA et a/, 2009).

Uma subfracao isolada de extrato etandlico de cascas de Stryphnodendron adstringens
(Mart.) Coville mostrou, nos testes de citotoxicidade frente a células Vero e macréfagos, uma
concentracao citotoxica acima de 100mg/mL relativa a concentracgdo inibitéria minima de
5,47+0,92 mg/L, representando uma baixa citotoxicidade da amostra ensaiada (ISHIDA et al,
2006).

A avaliacdo da seguranca de fitocosméticos abrange ensaios de citotoxicidade, o que
pode representar um aumento de trabalhos de pesquisa cujo objetivo seja avaliar a
citotoxicidade de ativos vegetais empregados em cosméticos. Assim, em um futuro préximo,
novas metodologias, em diferentes linhagens celulares, deverdo ser propostas para avaliar a
seguranca desses produtos.



A absorcao percutanea de substancias depende, criticamente, da natureza do veiculo.
Isso explica, por exemplo, porque a tintura de arnica apresenta alergenicidade muito maior do
gue a alergenicidade apresentada pelo 6leo de arnica, uma vez que o etanol, veiculo das tintu-
ras, age como auxiliar da penetracdo. Ainda, nesse sentido, a vaselina sélida produz forte efeito
oclusivo que promove a absorcdao, aumentando o grau de hidratacdo da epiderme. Pés ou
detergentes, que extraem umidade do extrato cérneo, tendem a retardar a penetracao (SCHULZ,
HANSEL, TYLER, 2002).

ATIVOS VEGETAIS

As plantas, nos seus respectivos extratos e 6leos vegetais, podem conter as seguintes
substancias com atividade de interesse cosmético:

GOMAS

As gomas sao substancias poliurénicas, isto é, sao polissacarideos heterogéneos forma-
dos por cadeias de acido urénico. Sao constituintes naturais que resultam de modificacées
operadas nas membranas celulares, em certas zonas das plantas, principalmente nos caules e
raizes. Escoam lentamente para o exterior sob a forma de geleias das regides acumuladas
guando o vegetal é ferido. Acumulam-se em lacunas situadas em diferentes tecidos, particular-
mente nos caules e quando as interceptam, geralmente por feridas provocadas a um escoa-
mento tanto para o exterior sob a forma de geleias espessas que, em pouco tempo, adquirem
um aspecto cristalino translticido ou esbranquicado. De modo geral, sao substancias sélidas,
inodoras, insipidas, incolores ou levemente amareladas. Absorvem dgua com facilidade por
serem higroscépicas, produzindo solu¢cdes gomosas de natureza coloidal, caracterizadas pela
elevada viscosidade. Mostram-se insoluveis em alcool etilico e suas solu¢des aquosas sdo aci-
das. Sdo exemplos: goma arabica, goma caraia, goma adraganta, goma xantana e goma guar. Em
preparacdes cosméticas, tém sido bastante empregadas as gomas xantana e a guar.

A goma xantana é usada em emulsdes como espessante e modificadora sensorial, con-
ferindo toque aveludado e espalhabilidade a preparacao. Sua presenca em emulsdes pode,
ainda, conferir maior estabilidade ao sistema. A goma xantana é um poli-holésido heterogé-
neo, produzida pela fermentacdo de glicidos adequados, por estirpes de Xanthomonas
campestris. Apresenta-se como um pé branco a branco amarelado, soluvel em dgua, formando
uma solucao fortemente viscosa de natureza pseudopldstica (CUNHA, 2005).

A goma guar é obtida do endosperma das sementes de Cyamopsis tetragonoloba (L.)
Taub. (CUNHA, 2005), empregada em xampus como espessantes e condicionadora, principal-
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mente na forma quaternizada.

MUCILAGENS

Sdo substancias macromoleculares (polimeros da glicose e outras oses) de natureza
glucidica que, em presenca de dgua, incham e tomam o aspecto de solucdes viscosas seme-
Ihantes a géis. Por sua capacidade de armazenar agua, atuam como hidratantes (ALVES & SILVA,
2002). Sdo misturas amorfas de polissacarideos, considerados produtos normais do metabolis-
mo vegetal e encontram-se sempre nas mesmas espécies localizadas nos mesmos tecidos. Sao
exemplos de vegetais ricos em mucilagens: algas perladas, malva (Ma/va sylvestris L.), alteia
(Althaea officinalisL.), tilia ( 7iliaesp.), tussilagem (Tussilago farfarall.), avenca (Adiantum capillus-
veneris L.), borragem (Borago officinalis L.).

Apresentam propriedades anti-irritante, reduzindo dores de contusées e também
emulsificantes. Salvo raras excecdes, a matriz celular das algas é glucidica e os poli-holésidos
gue as constituem sdo polimeros capazes de formar géis, devido ao fato de as plantas marinhas,
diferentemente das terrestres, necessitarem de mais flexibilidade do que de rigidez (CUNHA,
2005).

As carrageninas sao mucilagens obtidas de algas vermelhas (Rodoficeas), conhecidas
por alga-perlada, musgo branco ou musgo da Irlanda. Constituidas pelas carragenanas, polimeros
lineares de D-galactose altamente sulfatados, sdao classificadas em sete tipos que formam des-
de solucdes bastante viscosas a géis, usados principalmente na estabilizacao de cosméticos
(CUNHA, 2005), como doadores de viscosidade e consisténcia.

PROTEINAS E DERIVADOS

Os constituintes monoméricos das proteinas — os aminodacidos — e os produtos de
hidrélise (peptideos) tém demonstrado acao eficaz no auxilio e manutencao das condicdes
ideais de hidratacdo do tecido cutaneo (emoliéncia e maleabilidade da pele e cabelos). Sdo
exemplos: proteinas do trigo, complexo NMF, que é o fator de hidratacdo natural da pele.

Em se tratando de peptideos, um conceito importante é a forte correlacao entre a
sequéncia de aminoacidos na cadeia de peptideo e a atividade resultante. Alteracdes nos
aminodcidos que compdem os peptideos levam, quase sempre, a alteragées na poténcia, tipo
ou duracdo da atividade. Um exemplo sdo os tripeptideos compostos pelos aminoacidos glicina,
histidina e lisina, respectivamente GLI-HIS-LIS. Em uma determinada ordem, o peptideo é
responsavel por propriedades de cicatrizacdo de ferimentos por meio do estimulo da sintese
de colageno em fibroblastos, enquanto que em outra ordem o peptideo apresenta atividade
lipolitica nos adipdcitos (LEUROX et a/, 2000; LINTNER & PESCHARD, 2000; LINTNER, 2008).



LIPIDEOS

Constituem um conjunto de substancias de natureza graxa (soluvel em éter) tendo como
principais componentes os triglicerideos (ésteres de glicerol e 4cidos graxos), além do colesterol,
ceras (ésteres de acidos graxos com monodlcoois de alto peso molecular), outros esterdides e
hidrocarbonetos. Da hidrélise dos triglicerideos obtém-se acidos graxos, que sao acidos
carboxilicos de cadeia linear, ramificada ou nao, com quatro ou mais &tomos de carbono, sendo
raros os que possuem numero impar de atomos de carbono (CUNHA, 2005) e sendo os mais
importantes aqueles que apresentam cadeia com 12 a 18 dtomos de carbono, conforme mos-
trado no Quadro 1.

QUADRO 1

Oleos vegetais e seus acidos graxos

babacu acido laurico 12
babacu acido miristico 14
palma acido palmitico 16
sebo, cupuacgu acido estearico 18
amendoim e oliva buriti, cupuacu acido oleico 187
soja, milho, sementes de uva acido linoleico 1872

Ao sofrerem reducdo, os acidos graxos originam alcoois graxos, importantes emolientes
empregados em preparagcdes cosméticas. Um exemplo classico é o acido ldurico, composto
por 12 4tomos de carbono, que da origem ao alcool laurilico. Esse alcool graxo, por sua vez, ao
ser sulfatado, da origem a um tensoativo muito usado em produtos cosméticos, com proprie-
dades emulsificante e detergente, o lauril sulfato de sédio. Apds a neutralizacdo, pela reacéo
com oxido de etileno, o lauril sulfato de soédio origina o lauril éter sulfato de sédio, tensoativo
largamente empregado em xampus.

OLEOS ESSENCIAIS

Também sdo chamados 6leos volateis, esséncias ou 6leos etéreos, sao principios
ativos presentes em plantas aromaticas constituidos de uma mistura de substancias volateis e
hidrofébicas. Suas caracteristicas mais peculiares sdo ter, além do aroma agradavel, sabor,
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volatilidade, insolubilidade ou pouca solubilidade em agua e solubilidade em solventes orga-
nicos. Podem ser definidos como uma mistura complexa de compostos quimicos (terpenoides
e fenilpropanoides) de origem vegetal, volateis e aromaticos.

Quimicamente sao classificados como terpenos (aciclicos, monociclicos e biciclicos),
sesquiterpenos, derivados do fenilpropano. Suas propriedades sao antissépticas, refrescantes,
rubefacientes, secretolitica, anti-inflamatéria e anestésica local. Sdo exemplos de 6leos essen-
ciais largamente empregados em fitocosméticos: camazuleno, bisabolol, mentol e canfora.

Os 6leos essenciais sdo compostos simples, em geral com estrutura ciclica, chamados
de terpenos e seus derivados, um alcool, um aldeido ou uma cetona. Sdo volateis devido ao seu
baixo peso molecular e, por isso, sao os responsdaveis pelos odores das plantas e flores. De
acordo com o numero de atomos de carbono, os terpenos podem ser divididos em
monoterpenos (10C, com atividade anti-irritante); sesquiterpenos (15C, com atividade
antimicrobiana) e diterpenos (20C) (ALVES & SILVA, 2002).

TANINOS

Os taninos sao polifendéis que formam compostos estaveis com proteinas. Pela classifi-
cacdo quimica, sao divididos em taninos hidrolisaveis (taninos elagicos e taninos galicos) e
taninos condensados (proantocianidinas), pseudotaninos. Possuem propriedades bastante ex-
ploradas em fitocosméticos, tais como adstringentes, cicatrizantes, hemostaticos, protetores e
reepitelizantes, antissépticos e antioxidantes. Um exemplo bastante comum é o
hamamelitanino, presente em Hamamelis virginiana.

FLAVONOIDES

Sdo compostos heterociclicos aromaticos oxigenados, frequentemente encontrados
associados com glicosideos. Estdo relacionados a flavona que apresenta acdo diminuidora da
permeabilidade dos vasos capilares. Agem como vasoprotetores, anti-inflamatoérios e
antioxidantes naturais. Os flavonoides sdao uma classe de substancias presentes em diversos
vegetais, conferindo as flores, os frutos e a outras partes da planta colora¢des diversificadas, que
vao desde o branco até o violeta intenso. Quimicamente sao classificados em flavonas, flavonois
e seus O-glicosideos; flavonoidesisoflavonoides; flavonoidesneoflavonoides; chalconas;
antocianidinas; catequinas; auronas; flavononas, biflavonoides. Apresentam atividade sobre a
permeabilidade capilar, antioxidante, anti-inflamatéria, antiviral, antitumoral e hormonal.

Os flavonoides também sao heterosideos, ou seja, possuem um agucar diferente da
glicose ligado a uma fragdo aglicona, que geralmente é um pigmento. O nome vem de flavus,
que significa amarelo, ja que é a principal cor desses pigmentos. Existem dois tipos principais
de flavonoides: flavanonas, de maior importancia terapéutica, nos quais a fracdo aglicona é uma
flavona, um pigmento amarelado, e os flavonoidesflavonoides antocianicos, quando a fracdo



aglicona é uma antocianina, um pigmento azul, comum nas flores (ALVES & SILVA, 2002).

SAPONINAS

Pertencem ao grupo de heterosideos, que sdo semelhantes aos glicosideos, pois tam-
bém possuem uma molécula de acucar ligada a uma fracdo aglicona; contudo, os heterosideos
se caracterizam por estar ligados a agucares diferentes da glicose. Sdo assim chamadas por
apresentarem propriedade fisico-quimica de saponificar substancias lipossoliveis. Quando
agitadas em solucao aquosa, provocam o aparecimento de espuma, pois diminuem a tensao
superficial da dgua (ALVES & SILVA, 2002), apresentando propriedades tensoativas.

Séo glicosideos triterpenoides (quando a fracdo aglicona é um triterpeno) ou esteroides
(se a fracdo aglicona é um esteroide) (ALVES & SILVA, 2002), e apresentam um amplo espectro
de acao: rubefasciente e detergente (saponina da casca de quilaia), vasoprotetora (escina da
castanha-da-india), além de antisséptica, antimicrobiana e anti-irritante por acao esteroide
(ALVES & SILVA, 2002). De acordo com a parte genina (sapogenina), sao classificadas em saponinas
triterpénicas e saponinas esteroidais; de acordo com o carater acido, basico ou neutro e pela
parte agucarada, sdo classificadas em monodesmosidicas e bidesmosidicas.

ALCALOIDES

Alcaloides sdo bases organicas nitrogenadas, mas sua estrutura molecular costuma ser
bastante diversificada e, por isso, sua classificacdo é complexa. De todos os grupos de principi-
os ativos, os alcaloides sdo os que possuem a maior atividade biolégica. Recebem esse nome
por apresentarem pH alcalino em solucdo. Regulam o crescimento do vegetal e tém funcao
protetora (ALVES & SILVA, 2002).

GLICOSIDEOS

Sdo compostos por um acucar ligado a uma substancia ndo glicidica chamada genina ou
aglicona, a qual é responsavel pela atividade farmacoldgica e classificacao. O de importancia
cosmética sao os glicosideos antraquinénicos, que apresentam uma antraquinona como a fra-
¢do aglicona, com atividade cicatrizante (ALVES & SILVA, 2002).

RESINAS

Néo representam um grupo quimicamente definido, sendo um complexo de subs-
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tancias heterogéneas, em parte dissolvidas em 6leos essenciais. A base das resinas é caracteri-
zada pelas substancias resinosas, que sdo compostos com 25 ou mais &tomos de carbono e seus
derivados aldeido e cetona, formando uma mistura que pode ter 30 ou mais componentes
diferentes. Encontram-se principalmente no caule do vegetal e podem ser divididas em quatro
diferentes tipos: gomo-resina (emulsdao com predominancia de uma goma); lacto-resina
(emulsao leitosa, mais ou menos opaca, de aspecto caracteristico, formada por compostos
polimerizados e baixa concentracdo de 6leos essenciais, apresentando elevada toxicidade);
6leo-resina (proveniente da polimerizacao e oxidacao incompleta de 6leos essenciais) e balsa-
mo-resina (produto resinosos liquido ou semiliquido, aromatico e de aspecto translicido, com
predominancia de éteres formados de acidos aromaticos e das resinatandis solubilizadas em
6leos essenciais) (ALVES & SILVA, 2002).

PLANTAS DE USO COMUM EM FITOCOSMETICOS

Nome comum: maracuja
Nome cientifico: Passiflora alata Curtis

Constituintes quimicos: acidos fendlicos, cumarinas, fitosteréis, maltol, glicosideos
cianogenéticos, alcaloides inddlicos e flavonoides (vitexina)

Propriedades farmacolégicas: sedativo

Nome comum: frutos citricos
Nome cientifico: Citrus sp. (Rutaceae)
Constituintes quimicos: pectinas, 6leo essencial e flavonoides

Propriedades farmacolégicas: tratamento da fragilidade capilar, crise hemorroidal, in-
suficiéncia venolinfatica crénica, fragilidade

Nome: camomila
Nome cientifico: Matricaria chamomilla L. (Asteraceae)

Constituintes quimicos: 6leo essencial (camazuleno, alfa-bisabolol), flavonoides e
mucilagens

Propriedades farmacoldgicas: anti-inflamatério, antiespasmadico, eupéptico, ansiolitico,
antibacteriano e antifungico

Propriedades farmacolégicas: transtornos digestivos, carminativa, afec¢bes cutaneas,
congestionamentos e inflamagdes oculares

Nomes comuns: melissa ou erva-cidreira
Nome cientifico: Melissa officinalis L. (Lamiaceae)



Constituintes quimicos: 6leo essencial (citral, citronelal, citronelol, pineno, limoneno,
linalol e geraniol)

Propriedades farmacoldgicas: sedativo, espasmolitico, antiviral, antibacteriano,
antifingico carminativo, antitireoidiano e hipotensor, ansiedade, insénia, transtornos digesti-
vos, flatuléncia, meteorismo

Nomes comuns: horteld, hortela-pimenta, menta, hortela-comum, hortela-de-cheiro,
hortela-rasteira

Nome cientifico: Mentha sp. (Lamiaceae)
Constituintes quimicos: 6leo essencial (mentol)

Propriedades farmacoldgicas: espasmolitico, estomdaquico, carminativo, analgésico,
colerético e colagogo, transtornos digestivos, flatuléncia, alteragdes gastrintestinais, mau-halito,
verminoses, expectorante, anti-helmintico, descongestionante, antisséptico, anti-inflamatério.

Nome comum: eucalipto
Nome cientifico: Eucalyptus globulus Labill. (Myrtaceae)
Constituintes quimicos: 6leo essencial (eucaliptol)

Propriedades farmacoldégicas: expectorante, fluidificante e antisséptico, afeccdes res-
piratérias como asma, bronquite, faringite, gripes e resfriados

Nome comum: erva-doce
Nome cientifico: Pimpinella anisum L. (Apiaceae)
Constituintes quimicos: éleo essencial (anetol)

Propriedades farmacoldgicas: expectorante, antiespasmadico, carminativo, galactagogo
e emenagogo, secrecao bronquica, coqueluche, célica flatulenta e transtornos digestivos

Nome comum: funcho
Nome cientifico: Foeniculum vulgare Mill. (Apiaceae)
Constituintes quimicos: 6leo essencial (anetol)

Propriedades farmacoldgicas: os mesmos da erva-doce

Nome comum: guagatonga
Nome cientifico: Casearia sylvestris Sw. (Flacourtiaceae)
Constituintes quimicos: 6leo essencial (casearinas)

Propriedades farmacoldgicas: antidiarreico, antifebril, depurativo, antirreumatico, nas
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afeccdes da pele e nas mordeduras de cobras (especialmente com peconha proteoliticas, como
jararaca e cascavel), Ulceras, problemas de digestdo e dores de estbmago; como remédio para
herpes labial, agente desintoxicante e purificador do sangue

Nome comum: quilaia
Nome cientifico: Quillaja saponaria Molina (Quillajaceae)
Constituintes quimicos: saponinas (acido quilaico, quilaina), taninos

Propriedades farmacoldgicas: detergente, adstringente, antisseborreico, anti-inflama-
torio, antimicrobiano, cicatrizante, emulsificante, tensoativo, expectorante e tonico capilar

Nome comum: hamamelis
Nome cientifico: Hamamelis virginiana L. (Hamamelidaceae)
Constituintes quimicos: taninos (hamamelitanino, catecol, acido galico)

Propriedades farmacoldgicas: acdo hemostatica, anti-hemorragico, adstringente, redu-
¢do de secrecdes e prevencdo de infec¢des, anti-inflamatério, tdénico e vasoconstritoro.

Nome comum: caléndula

Nome cientifico: Calendula officinalis L. (Asteraceae)

Constituintes quimicos: 6leo essencial, flavonoides

Propriedades farmacolégicas: adstringente, analgésico, antialérgico, antifungico,
antisseborreico, anti-inflamatério, antisséptico, antiviral, bactericida, cicatrizante, emoliente,

fungicida, protetor dos raios UV (A e B), refrescante, sudorifico, suavizante, tonificante da pele,
vasodilatadora

Nome comum: centela
Nome cientifico: Centella asiatica (L.) Urb. (Apiaceae)
Constituintes quimicos: triterpenos e saponincas

Propriedades farmacoldgicas: contra celulite, cicatrizante; atua normalizando a produ-
¢ao de colageno, promovendo o restabelecimento da trama colagena, ajudando no tratamento
de celulites, reduzindo a fragilidade dos vasos capilares e estimulando a circulagdo venosa;
auxilia nos processos de cicatrizacao, é anti-inflamatoéria e auxilia no tratamento de desordens
dermatoldgicas como, Ulceras, eczemas, Ulceras varicosas, hematomas, rachaduras da pele e
varizes



Nome comum: castanha-da-india
Nome cientifico: Aesculus hippocastanum L. (Hippocastanaceae)

Constituintes quimicos: saponinas triterpenoidicas (aescina e aescigenina), flavonoides
(canferol, quercetina, rutina, astragalin e quercetrina), heterosideos cumarinicos (fraxina,

escopolina, aesculetina, aesculosideo e aesculina). =
@)

Propriedades farmacoldgicas: adstringente, antiedematoso, anti-inflamatério indicado 5

para insuficiéncia venosa cronica, como varizes nas pernas e hemorroidas, Ulceras varicosas §
=
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Nome comum: babosa s
Nomes cientificos: Aloe barbadensis Mill. ou Aloe vera (L.) Burm. f. (Liliaceae) 49

Constituintes quimicos: polissacarideos contendo glicose, galactose e xilose, taninos,
esteroides, acidos organicos, enzimas de vdrios tipos e outros

Propriedades farmacoldgicas: anestésico, antiviral, cicatrizante, fungicida, regenerador
celular, coagulante, anti-inflamatoério, queratolitica, reidratante

PERSPECTIVAS DE USO FUTURO EM FITOCOSMETICOS PELAS PROPRIE-
DADES DEMONSTRADAS

Nomes comuns: faveiro, falso-barbatimao
Nome cientifico: Dimorphandra mollis Benth.
Constituintes quimicos: flavonoides (rutina e quercetina)

Propriedades farmacoldgicas: insuficiéncia venolinfatica cronica, fragilidade

Nomes comuns: capim-limdo, capim-cidreira
Nomes cientificos: Cymbopogon citratus (DC.) Stapf (Poaceae)

Constituintes quimicos: 6leo essencial (geranial, geraniol, citral, cineol, mirceno, farnesol,
humuleno

Propriedades farmacoldgicas: analgésico, sedativo, antiespasmddico, nervosismo, an-
siedade e insOnia

Nome comum: canela
Nome cientifico: Ginnamomum sp. (Lauraceae)

Constituintes quimicos: 6leo essencial (aldeido cinamico)
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Propriedades farmacoldgicas: antiespasmoddico, carminativo, antimicrobiano,
antidiarreico, emenagogo, flatuléncia, dispepsias, anorexias, astenia, célicas e diarreia

Nomes comuns: lipia, falsa-melissa

Nome Cientifico: Lijppia alba (Mill.) N.E. ex Britton & P. Wilson (Verbenaceae)

Constituintes quimicos: 6leo essencial (geraniol, neral, beta-caiofileno, geranial, 6xido
de cariofileno, mirceno)

Propriedades farmacolégicas: digestivo, antidepressivo e sedativo, tratamento da di-
gestdo lenta, insénia e angustia, afec¢des da pele e das mucosas, antisséptica

Nomes comuns: mirtus, mirta, mirto, murta-cheirosa, murta-cultivada, murta-das-noi-
vas, murta-do-jardim, murta-verdadeira, murteira, murtinheira, murtinheiro, murtinho,
murtinhos e murto

Nome cientifico: Myrtus communis L. (Myrtaceae)

Constituintes quimicos: 6leo essencial

Propriedades farmacoldgicas: efeitos anti-hiperglicémicos, antimutagénicos e no tra-
tamento de problemas estomacais, antisséptico

Nome comum: alcaguz

Nome cientifico: Glycyrrhiza glabra L. (Fabaceae)

Constituintes quimicos: saponinas (glicirrizinina)

Propriedades farmacoldégicas: anti-inflamatério, antitussigeno, antiulceroso e
edulcorante

Nomes comuns: barbatimao, barbatimdo-verdadeiro, casca-da-virgindade
Nomes cientificos:

Stryphnodendron obovatum Benth. (Fabaceae)

Stryphnodendron coriaceum Benth.

Stryphnodendron barbatimam Mart.

Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville

Stryphnodendron barbadetiman (Vell.) Mart.

Constituintes quimicos: taninos condensados, proantocianidinas

Propriedades farmacolégicas: tratamento de ulceras e frieiras, impigens, antisséptico
local, anti-inflamatério, antidiarreico, adstringente, diurético, coagulante sanguineo, tratamento
de leucorreia

Nome comum: ginseng
Nome cientifico: Panax ginseng C.A. Mey. (Araliaceae)



Constituintes quimicos: saponinas (ginsenosideos ou panaxosideos)
Propriedades farmacoldgicas: adaptdégeno, anti-inflamatério, revitalizante tonico

Outros: Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen -ginseng brasileiro, Panax quinquefoliusL.
- ginseng americano, Panax japonicus (Nees) C.A. Mey. - ginseng paraguaio.

Nomes comuns: jambolado, baga-de-freira, guapé, jamelao, jalao, azeitona, jambui, azei-
tona-da-terra

Nome cientifico: Syzygium cumini (L.) Skeels (Myrtaceae)
Constituintes quimicos: taninos

Propriedades farmacoldgicas: diabetes, afec¢des gastricas e pancreaticas, diarreia,
disenteria, hemorragias, espasmos, infeccdes, estimulante gastrintestinal, flatuléncia, afeccdes
respiratérias. Adstringente, calmante, diurético, hipoglicemiante

Nome comum: erva-mate
Nome cientifico: /lex paraguariensis A. St. -Hil. (Aquifoliaceae)

Constituintes quimicos: saponinas e muitas vitaminas, como as do complexo B, a vita-
mina C e a vitamina D, e os sais minerais, como cdlcio, manganés e potassio

Propriedades farmacoldégicas: auxilia na digestdo e produz efeitos antirreumatico,
diurético, estimulante e laxante. Nao é indicado para pessoas que sofrem de insdnia e nervosis-
mo, pois é estimulante natural.

Nome comum: camélia (cha-verde)
Nome cientifico: Camellia sinensis (L.) Kuntze (Theaceae)
Constituintes quimicos: flavonoides, 6leos essenciais

Propriedades farmacoldgicas: combate Ulceras; adstringente, antioxidante,
antibacteriano e antiviral

Nome comum: roma

Nome cientifico: Punica granatum L. (Lythraceae)

Constituintes quimicos: taninos, alcaloides

Propriedades farmacolégicas: adstringente, antidiarreica, anti-inflamatoria, antisséptica

Nome comum: goiaba
Nome cientifico: Psidium guajava L. (Myrtaceae)

Constituintes quimicos: taninos, sais minerais, como célcio e fosforo, vitaminas A, B,
(tiamina), e B, (riboflavina), B, (piridoxina), cido ascoérbico

Propriedades farmacoldgicas: combate a diarreias, disenterias, excesso de acido Urico,
feridas, ferimentos diversos, gripes, resfriados, retencao de liquidos, cicatrizante de feridas,
ajuda a prevenir a acidez do estbmago, antioxidante
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Nome comum: ginkgo
Nome cientifico: Ginkgo biloba L. (Ginkgoaceae)
Constituintes quimicos: flavonoides e terpenos

Propriedades farmacoldégicas: vasodilatador arteriolar, vasoconstritor venoso, reforca a
resisténcia capilar, ativa o metabolismo celular, diminui a permeabilidade vascular e inibe a
COX e LOX, insuficiéncia cerebral

Nomes comuns: falsa-caléndula, flor-de-ouro, flor-amarela, estrelinha, picao-da-praia,
fel-da-praia, salsa-da-praia

Nome cientifico: Melampodium divaricatum (Rich.) DC. (Asteraceae)
Constituintes quimicos: 6leo essencial (E-cariofileno), flavonoides
Propriedades farmacoloégicas: antisséptico, cicatrizante, anti-inflamatério

Nome comum: carqueja
Nome cientifico: Baccharis trimera (Less.) DC. (Asteraceae)

Constituintes quimicos: 6leo essencial: (acetado de carquejol, carquejol, cardineno,
calameno, eledol, eudesmol), taninos e flavonoides

Propriedades farmacolégicas: problemas do figado e vesicula biliar como calculos (pe-
dras), digestivos, Ulcera, gastrite, ma-digestao, diurético.

Nome comum: graviola
Nome cientifico: Annona muricata L. (Annonaceae)
Constituintes quimicos: acetogeninas

Propriedades farmacoldgicas: inseticida, acaricida, fungicida, antiparasiticos. Antitumoral
e anticancerigeno (esses estudos foram somente realizados /in vitro ou in vivo em animais, nao
existindo ainda nenhum estudo clinico em humanos)

Em funcdo das substancias ativas de interesse cosmético, os extratos e os 6leos vegetais
podem exercer as seguintes agdes:

- adstringente: fecha os poros da pele e desengordura tanto a pele como fios de cabelo;
- anticelulitico: inibe a fosfodiesterase, promove a lipdlise;

- anti-inflamatéria: reduz a irritacdo da pele, melhorando a aparéncia; em cosméticos, é
chamada anti-irritante.

- antioxidante: protege a pele da radiacao ultravioleta, incluindo reducao dos radicais
livres;

antirrugas: retarda o aparecimento das rugas e atenua as preexistentes;

antisseborreico: diminui a oleosidade da pele e do couro cabeludo;

antisséptico: agente na limpeza da pele e da cavidade bucal;



- cicatrizante: regenera o tecido, auxiliado pela acdo adstringente e antisséptica, as
vezes da mesma planta;

- corante: confere atrativo cosmético ou pigmentacdo para a pele, coloracao natural

- demaquilante: remove a maquiagem, removendo a sujidade da pele e os produtos
coloridos;

- descongestionante: diminui o processo agressivo causado em depilacdes, epilacdes,
exposicdo ao sol sem protecdo adequada, e barbeacdo;

- emoliente: restaura a emulsdo epicutanea em seu conteudo graxo;

- enzima para peeling. promove a descamacdo suave da pele para regeneragao e/ou
despigmentacao;

- estimulante da circulagdo: pode promover aumento da permeacdo cutanea de ativos,
quando associado a rubefascientes;

- esfoliante: descamam suavemente a pele, renovando o brilho e a maciez;

- filtracdo dos raios ultravioleta: protege da radiacdo ultravioleta;

- hidratante: restaura a emulsdo epicutanea em seu contetdo hidrico; repoem o fator
de hidratacdo natural;

- refrescante: é usado em preparagdes corporais e em produtos para a cavidade bucal
para aumentar a sensacao de limpeza; associado a ativos hidratantes;

- reepitelizante: regenera o tecido, apds barbeacéo, depilacao, epilacdo e peelings,

regenerador: promove o reparo do tecido cutaneo, renovando as células;

rubefasciente: promove o aumento da circulacao periférica, aumentando a permeacao;

suavizante: promove a descamacdo da pele tornando-a macia e sedosa; por acao
abrasiva, queratolitica ou caustica;

- tonificante: dar vida, revitalizar, aumentando o brilho da pele e cabelos.

EXEMPLOS DE FITOCOSMETICOS

Aqui sdo colocadas algumas sugestdes de férmulas contendo o nome quimico das subs-
tancias e sua funcdo na formulacdo, bem como a composicdo percentual em peso/peso de
cada componente.
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COSMETICOS ADSTRINGENTES

produtos pds-barba: auxiliam a cicatrizacdo e apresentam atividade antisséptica.

TABELA 1: Gel pds-barba cicatrizante

DISPERSAO AQUOSA A 2%

DE POLIMERO DO ACIDO CARBOMER ESPESSANTE 40,00
ACRILICO
PROPILENOGLICOL PROPYLENE GLYCOL UMECTANTE 5,00
ALANTOINA ALLANTOIN CICATRIZANTE 0,50
MENTOL MENTHOL REFRESCANTE 0,01
EXTRATO VEGETAL

ANTI-IRRITANTE 1,00
Calendula officinalis
EXTRATO VEGETAL

ADSTRINGENTE 1,00
Hamamelis virginiana
OLEO ESSENCIAL i

ANTISSEPTICO 0,25
Matricaria chamomilla
OLEO ESSENCIAL .

ANTISSEPTICO 0,25
Pimpinella anisum L.
TRICLOSAN TRICLOSAN ANTISSEPTICO 0,05
TRIETANOLAMINA TRIETANOLAMINE CORRETIVO DE pH QSP pH 6

AGUA DESTILADA AQUA VEICULO QSP 100,00




+ Produtos p6s-depilacdo: impedem a contaminacao microbiana em toda a area depi-

lada; favorecem a cicatrizacao e apresentam atividade antisséptica.

TABELA 2: Emulsdo refrescante pds-depilacdo

ALCOOL CETOESTEARILICO

ETOXILADO 20 OE

MONOESTEARATO DE
GLICERILA

TRIGLICERIDEOS DO ACIDO

CAPRICO/CAPRILICO

ALCOOL CETILICO

PROPILENOGLICOL
ALANTOINA
MENTOL

EXTRATO VEGETAL
Hamamelis virginiana

EXTRATO VEGETAL
Syzygium cumini L

EXTRATO VEGETAL
Aesculus hipocastanum

IMIDAZOLIDINIL UREIA
METILPARABENO
PROPILPARABENO

AGUA DESTILADA

CETEARETH 20

GLYCERYL STEARATE

CAPRYLIC/CAPRIC
TRIGLYCERIDE

CETYL ALCOHOL

PROPYLENE GLYCOL
ALLANTOIN

MENTHOL

IMIDAZOLIDINYL UREA
METYLPARABEN
PROPYLPARABEN

AQUA

EMULSIONANTE

ESPESSANTE

EMOLIENTE

AGENTE DE
CONSISTENCIA

UMECTANTE
CICATRIZANTE

REFRESCANTE

ADSTRINGENTE

ANTISSEPTICO

ESTIMULA
CIRCULACAO

CONSERVANTE
CONSERVANTE
CONSERVANTE

VEICULO q.s.p.

2,00

3,00

4,00

1,00

3,00
0,50

0,10

3,00

2,00

2,00

0,50
0,18
0,02

100,00
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Coletanea Cientifica

« Produtos para peles acneicas: auxiliam no tratamento da acne, impedem a contami-
nagao e atuam como antisséptico.

TABELA 3: Gel para peles acneicas

Funcao na
formulacao

Composicao qualitativa INCI name

DISPERSAO A 2% DE

POLIMERO DO ACIDO CARBOMER ESPESSANTE 35,00
ACRILICO
PROPYLENE
PROPILENOGLICOL GLYCOL UMECTANTE 5,00
ALCOOL ETILICO ALCOHOL ANTISSEPTICO 15,00
EXTRATO DE PROPOLIS ANTIACNE 5,00
’ ACETYLATED
QECE(T)&DDS LANOLINA LANOLIN EMOLIENTE 1,00
ALCOHOL
EXTRATO \,’EG,ETAL, ADSTRINGENTE 2,00
Hamamelis virginiana
TRICLOSAN TRICLOSAN ANTISSEPTICO 0,05
TRIETANOLAMINA TRIETANOLAMINE CORRETIVO DE pH 6
pH gsp
AGUA DESTILADA AQUA VEICULO 100,00

qsp




« Produtos para limpeza de pele: permitem a retirada da maquiagem e atuam como
antienvelhecimento. Se em sua composicao ndo apresentarem substancias oclusivas como o
6leo mineral, nao precisam ser retirados da pele.

TABELA 4: Emulsao de limpeza facial

EMULSIONANTE "IN

ACIDO ESTEARICO STEARIC ACID LOCO" (SABAO) 4,00
AGENTE DE
PALMITATO DE CETILA CETYL PALMITATE CONSISTENCIA 3,00
. AGENTE DE
OLEO MINERAL MINERAL OIL LIMPEZA 12,00
PROPILENOGLICOL PROPYLENE GLYCOL UMECTANTE 5,00
METILPARABENO METYLPARABEN CONSERVANTE 0,18
PROPILPARABENO PROPYLPARABEN CONSERVANTE 0,02
SAPONIFICACAO
TRIETANOLAMINA TRIETANOLAMINE DO STEARIC ACID 1,00
(SABAO)
EXTRATO VEGETAL
Ginkgo biloba ANTIOXIDANTE 1,00
OLEO. ES.S ENCIAL DE. ANTISSEPTICO 0,10
Matricaria chamomilla
) RECUPERACAO
2LEC,)ﬂDE P OLEOSIDADE, 0,70
assiiiora alata ANTIOXIDANTE
AGUA DESTILADA AQUA VEICULO 100,00

qsp
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« Produtos para peles oleosas: por conter pds-insoluveis, retiram a oleosidade da pele,
permitindo a hidratacao e emoliéncia com os outros ingredientes da formulacao.

TABELA 5: Mascara de limpeza hidratante para peles oleosas

BENTONITA

CAULIM

AGUA DESTILADA

ALCOOL CETILICO

METILPARABENO

PROPILPARABENO

EXTRATO VEGETAL
Hamamelis virginiana

EXTRATO VEGETAL
Aloe vera

GLICERINA

LAURILSULFATO DE
SODIO

AGUA DESTILADA

BENTONITE

KAOLIN

AQUA

CETYL ALCOHOL

METYLPARABEN

PROPYLPARABEN

GLYCERIN

SODIUM LAURYL
SULFATE

AQUA

ESPESSANTE,
MODIFICADOR
REOLOGICO

ESPESSANTE,
MODIFICADOR
REOLOGICO

VEICULO DISPERSANTE

AGENTE CONSISTENCIA

CONSERVANTE

CONSERVANTE

ADSTRINGENTE,
DESENGORDURANTE

HIDRATANTE

UMECTANTE

EMULSIONANTE,
AGENTE DE LIMPEZA

VEICULO
qsp

5,00

5,00

15,00

3,00

0,18

0,02

5,00

3,00

10,00

1,00

100,00




COSMETICOS ANTIOXIDANTES

« Produtos antienvelhecimento: permitem o rejuvenescimento da pele se usados regu-
larmente

TABELA 6: Locdo para peles maduras <
&
=z
]
o)
|9
<
=
[a's
=
ALCOOL CETOESTEARILICO —
ETOXILADO 20 OE CETEARETH 20 EMULSIONANTE 1,80
59
MODIFICADOR _
BENTONITA BENTONITE REOLOGICO 0,80
MONO-DIESTEARATO GLYCOL AGENTE DE 100
ETILENOGLICOL DISTEARATE CONSISTENCIA '
" . AGENTE DE
ALCOOL CETILICO CETYL ALCOHOL CONSISTENCIA 1,00
MANTEIGA DE EMOLIENTE, 250
Theobroma grandiflorum ABSORVE AGUA '
ISOPROPYL
MIRISTATO ISOPROPILA MYRISTATE EMOLIENTE 3,00
METILPARABENO METYLPARABEN CONSERVANTE 0,18
PROPILPARABENO PROPYLPARABEN CONSERVANTE 0,02

EXTRATO VEGETAL ESTIMULANTE 4,00

llex paraguariensis

GLICERINA GLYCERIN UMECTANTE 10,00
HIDRATANTE/REGE-

D-PANTENOL NERADOR 1,00

AGUA DESTILADA AQUA VEICULO 100,00

asp
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« Produtos antirradicais livres: previnem o envelhecimento da pele, atenuando rugas ja
existentes

TABELA 7: Emulsao para combater o envelhecimento da pele

ALCOOL CETOESTEARILICO

ETOXILADO 20 OF CETEARETH 20 EMULSIONANTE 2,00

MODIFICADOR

CAULIM KAOLIN REOLOGICO 1,20
MONOESTEARATO DE GLYCERYL AGENTE DE 150
GLICERILA STEARATE CONSISTENCIA '

. . AGENTE DE

ALCOOL CETILICO CETYL ALCOHOL CONSISTENCIA 0,80
MANTEIGA DE EMOLIENTE, 050
Theobroma grandiflorum ABSORVE AGUA !

ISOPROPYL

MIRISTATO ISOPROPILA MYRISTATE EMOLIENTE 1,80
METILPARABENO METYLPARABEN CONSERVANTE 0,18
PROPILPARABENO PROPYLPARABEN CONSERVANTE 0,02

EXTRATO VEGETAL

Melampodium divaricatum ANTISSEPTICO 2,00

GLICERINA GLYCERIN UMECTANTE 4,00
PEG 7 GLYCERYL

COCOATO DE PEG-7 COCOATE UMECTANTE 1,00

AGUA DESTILADA AQUA VEICULO 100,00

qsp




DISCUSSAO

Nos paises em desenvolvimento, bem como nos mais desenvolvidos, os apelos da midia
para o consumo de produtos a base de fontes naturais aumentam a cada dia. Muitas vezes,
entretanto, as supostas propriedades farmacolégicas anunciadas ndo possuem validade cienti-
fica, por ndo terem sido investigadas, ou por ndo terem tido suas a¢des farmacoldgicas compro-
vadas em testes cientificos pré-clinicos ou clinicos. Além disso, muitas vezes tais produtos
podem estar acompanhados de adulterantes ou outras substancias, comprometendo sobre-
maneira sua qualidade.

Com o objetivo de contribuir com o estudo da qualidade de farmacos vegetais, Duarte
& Bardal (2002) realizaram ensaios farmacogndsticos com amostras comercializadas em Curitiba,
Parana, Brasil, como meio de avaliar o mercado de fitoterapicos. Foram analisadas 120 amostras
de vegetais comercializados em farmdcias, ervanarios e mercados da cidade no periodo de
2000 a 2001. As amostras, que consistiam de material vegetal dessecado pulverizado, rasurado
ou inteiro, foram submetidas a verificacao de identidade, por meio de caracterizacdes
organolépticas, macroscédpicas (quando aplicavel) e microscédpicas, a pesquisa qualitativa de
marcadores quimicos e/ou substancias ativas, a pesquisa de impurezas, por meio da determi-
nacdo das matérias organica estranha e inorganica, e a pesquisa de falsificacdes. Os vegetais
numericamente mais representativos na amostragem foram boldo-do-chile (Peumus boldus
Molina, Monimiaceae), sene (Cass/a sp., Fabaceae), espinheira-santa (Maytenus sp.,
Celastraceae), camomila (Matricaria recutita L., Asteraceae) e hortela (Mentha sp., Lamiaceae),
0s quais coincidentemente estdo entre os mais utilizados pela populacao.

Os resultados globais do estudo de Duarte & Bardal (2002) revelaram que, das 120 amos-
tras analisadas, 48,3% foram consideradas insatisfatorias, preponderantemente por apresenta-
rem elevado teor de impurezas, principalmente em relacao a matéria organica estranha (45,0%),
em oposicdo ao numero relativamente pequeno das que nao atenderam ao critério de identi-
dade, configurando equivocos quanto a espécie correta (3,3%). Esses podem ser explicados
porque os vegetais sdo denominados popularmente por nomes comuns, podendo varios no-
mes designarem um Unico vegetal, bem como diferentes vegetais serem referidos pelo mes-
mo nome vulgar. O emprego do bindmio cientifico como forma de nomear uma espécie vege-
tal é desconhecido da populacdao em geral. Sujidades, como insetos, fios de cabelo e terra,
acompanhando excesso de matéria organica estranha, foram verificadas em 5 amostras, confir-
mando o mau preparo.

Como a atividade de farmacovigilancia no Brasil ainda é incipiente, sendo praticamente
inexistente para fitoterapicos, com o objetivo de contribuir nesse setor, Brandao et a/. (1998)
iniciaram um programa de avaliacao dos fitoterapicos comercializados em Minas Gerais. Em
um de seus estudos, foram analisadas 27 amostras comerciais de camomila, procedentes de
farmdcias e ervanarias de algumas localidades do Estado, em paralelo a uma amostra
comercializada na Europa (Finlandia). Embora o estudo da identidade tenha evidenciado que
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todas as amostras eram constituidas da genuina Matricaria recutita L., na maior parte das amos-
tras, os capitulos florais se encontravam bastante destruidos, indicativo de manuseio excessivo
e ma conservacao. Também foram detectadas flores estranhas e insetos (coledpteros, muitas
vezes vivos) em todos os grupos de amostras brasileiras. Ainda, os constituintes ativos do éleo
essencial (azuleno, matricina e alfa-bisabolol) s6é foram detectados em cerca de metade das
amostras. Das 28 amostras analisadas, somente a finlandesa apresentou-se dentro dos padroes
de qualidade exigidos pelos cddigos oficiais e pela literatura, o que vem ilustrar o fato de que
nos Estados Unidos e na Europa hd mais controle no registro e na comercializacao dos produtos
obtidos de plantas, e as normas para a certificacdo e o controle de qualidade de preparacdes
vegetais sao mais rigidos.

COMENTARIOS FINAIS

Muitas vezes a contaminacdo de espécies vegetais é de carater acidental. No entanto, a
adulteracao é, por definicao, fraudulenta. Atualmente, nao existem meios de fiscalizacdo que
garantam um controle de qualidade das plantas comercializadas. As primeiras regulamenta-
¢des vém sendo implantadas pelos 6rgaos de Controle Sanitario para o registro dos
fitomedicamentos e fitoterdpicos, mas grande parte do uso popular é baseada na
comercializacdo em mercados e feiras.

Extratos vegetais para uso cosmético sao comercializados livremente, sem a exigéncia
de padronizacdo em contetido de ativos e, se forem avaliados extratos de diferentes fornecedo-
res, provavelmente serdao encontrados perfis variados. Isso nao dé garantia de que seu
processamento produzira fitocosméticos bem definidos e de qualidade aceitavel (HANSEL &
TRUNZLER, 1989).

Ha quase duas décadas, no inicio dos anos 1990, ja se falava que as expectativas do
consumidor em relacao aos produtos naturais podiam variar, dependendo da categoria do pro-
duto; entretanto, muitas delas parecem ser comuns a todas as categorias: o consumidor espera
mais pureza, seguranca e eficacia, assim como maior compatibilidade com o organismo e os
aspectos quimicos do corpo (GANS, 1991)

Grande parte dos consumidores de fitocosméticos sente-se encorajada por acreditar
que, por serem naturais, sao inerentemente seguros. A influéncia da imprensa na difusao de
informacdes errdneas sobre os efeitos das plantas contidas em cosméticos é muito grande e,
além disso, sem qualquer controle na maioria dos paises.

Por fim, embora se tenha informacdes de como devem ser realizados o controle de
qualidade de matérias-primas vegetais e das formulacdes fitocosméticas, a falta de padroniza-
¢do e qualidade das amostras brasileiras sao evidentes e comprometem a importancia que os
fitocosméticos podem representar na saude publica brasileira, confirmando a necessidade
urgente da vigilancia com legislacdo proépria e especifica.
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O desenvolvimento de programas de investigacao em
plantas com interesse medicinal é inerente a laboratérios de
Farmacognosia, disciplina do ambito profissional farmacéuti-
co, fato esse que pode ser verificado pela producdo de artigos
cientificos na 4rea de produtos naturais bioativos em paises
como EUA, Alemanha e Franca. No Brasil, entretanto, por ra-
zoes histéricas, o estudo de plantas medicinais estabeleceu-
se incialmente, e de forma muito consistente, ligado a grupos
de investigadores na area de quimica. O pesquisador pioneiro
da area foi o Dr. Walter B. Mors, quimico, com atuagdo inicial
no Instituto de Quimica Agricola (IQA) e, posteriormente, no
Centro de Pesquisas de Produtos Naturais da Universidade Fe-
deral do Rio de Janeiro, da Faculdade de Farmdcia. O estabele-
cimento posterior de outros pesquisadores estrangeiros no
Rio de Janeiro, como os doutores Benjamin Gilbert, Keith
Brown Jr e Paul Baker além dos brasileiros, como Hugo
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Monteiro e Afonso Seabra, a maioria quimicos, intensificou as pesquisas na area fundamental
de quimica de produtos naturais.

Igualmente referéncia na area de produtos naturais, o Dr. Otto Gottlieb também do IQA,
transferiu-se para a Universidade de Brasilia, depois para a Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, e para a Universidade de Sao Paulo, onde nucleou diversos grupos de pesquisas na
area, em institutos de quimica. Nesses grupos, o interesse estava direcionado principalmente
a obtencdo de novas estruturas e sua sintese ou semissintese. SO a partir da década de 1990,
houve uma modificacao nesses perfis. Os pesquisadores da area de quimica, que ainda predo-
minam fortemente no segmento, passam a preocupar-se também com as atividades biolégi-
cas, e os grupos instalados em faculdades de farmacia, que por muitos anos especializaram-se
na autenticacdo e qualidade acessada por avaliacdo microscépica de drogas vegetais, iniciaram
trabalhos para isolamento e caracterizacdo de produtos naturais.

Nesse sentido, a Faculdade de Farmacia da UFRGS é pioneira no Brasil no desenvolvi-
mento de estudos quimicos no ambito da Farmacognosia, o qual teve sua origem em convénio
com a Universidade Minster, Alemanha, no inicio da década de 1970. Essa cooperacao permi-
tiu a instrumentalizacdo dos laboratérios analiticos e a presenca de pesquisadores alemaes da
area, e foi decisiva para a implantacdao de programa de Pés-Graduacdo em Farmacia, também
pioneiro no pais, e no incentivo ao aperfeicoamento dos docentes.

Nos anos 1980, houve uma modificacdo na composicdo dos docentes da faculdade pela
absorcao de pesquisadores que se doutoraram no estrangeiro e iniciaram trabalhos de cunho
tecnoldgico e quimico, visando qualificar matérias-primas vegetais, bem como avaliar as
potencialidades de aplicacdo da flora para a saiude humana e animal. Nos laboratérios de
Farmacognosia, as pesquisas ganharam novo direcionamento. Os estudos iniciais focalizaram
alcaloides, mas hoje abrangem também iridoides, 6leos voléteis e compostos fendlicos, asso-
ciando o estudo quimico a ensaios biolégicos e estudo farmacolégico. Além disso, sao desen-
volvidos projetos envolvendo biotransformacao e controle quimico de qualidade.

Ao longo dos ultimos 25 anos, muitos e significativos resultados foram obtidos e, para
tanto, diversas colaboracdes foram estabelecidas, com grupos da prépria Universidade, de
outros e Estados do Brasil e do estrangeiro, destacando-se Franca e Espanha.

Os trabalhos incluidos nesta revisao representam apenas um recorte dos muitos desen-
volvidos ao longo do tempo. Esse recorte considerou a homogeneidade tematica. Varios nao
estao aqui sumarizados. Esse fato nao indica que foram esquecidos ou menos valorizados, todos
foram relevantes e contribuiram para o desenvolvimento do laboratério até a fase atual; deixa-
ram de ser apresentados apenas por logistica ou por estar inseridos em temas em consolidacao
e/ou inovadoras. Com certeza, constardao em versoes futuras, ampliadas. Destacamos numero-
sas dissertacdes e teses com temas relacionados ao controle de qualidade de drogas vegetais
(SCOPEL, 2005; SCHWANZ, 2006) e atividades bioldgicas (SUYENAGA, 2002, VARGAS, 1995; BRIDI,
1999, MACHADO, 1993), analise quimica e de bioatividades em frutas, realizadas com objetivo
de contribuir para o conhecimento de suas propriedades nutracéuticas (DRESCH, 2008; MARIN,
2008; RAMIREZ, 2008) ou esponjas marinhas e organismos associados (DRESCH, 2008a). Tam-
bém poderiam ser destacados inumeros trabalhos ligados a levantamentos etnobotanicos e
utilizacdo de plantas medicinais e fitoterapicos. Para a concretizacdo desses resultados, muitas
colaboracdes foram estabelecidas, sem as quais nao teria sido possivel alcancar os objetivos



pretendidos que se materializaram em numerosas publica¢cdes e alguns processos patenteados.

PESQUISAS NA AREA DE ALCALOIDES

Alcaloides representam fonte altamente provavel de obtencdo de produtos bioativos,
farmacos ou modelos para investigacao farmacoldégica, pela reatividade com sistemas
enzimaticos, ligagdes a receptores bioldgicos e como agentes intercalantes no DNA. Suas ca-
racteristicas estruturais, como presenca de heterodtomos, anéis aromaticos, peso molecular,
lipofilicidade limitada, dentre outros, atendem muitos requisitos estabelecidos pelas regras
de Lipinski de previsdo de bioatividades.

Nesse contexto, inicialmente a familia Apocynaceae e posteriormente Rubiaceae e
Amarylidaceae constituem temas preferenciais de investigacao de alcaloides dos laboratérios
de Farmacognosia da UFRGS.

Inddis monoterpenos: Apocynaceae

Essa familia tem sido frequentemente investigada e muitos e importantes alcaloides
utilizados em terapia foram isolados. Esse fato incitou a busca por substancias em espécies
brasileiras.

Ervatamia coronaria (Jacq.) Stapf, primeira espécie investigada, forneceu 6 alcaloides:
coronaridina, heineanina, voacristina, voacamina, descarbometoxivoacamina e 19-20-
diidrohervaanina A, inédito na literatura a época. Os extratos aquosos e alcodlicos da espécie
apresentaram atividades analgésica e antiinflamatéria no teste de edema de pata de rato
induzida por carragenina e potenciaram o tempo de sono induzido por pentobarbital. O produ-
to majoritario, voacristina, apresentou efeitos citostaticos e citotdxicos dose-dependente so-
bre células em divisdo de Saccharomyces cerevisiae. As lesdes induzidas /n vivo pelo alcaloide
foram, predominantemente, do tipo adi¢ées, mas também foram observadas quebras de ca-
deias de DNA. As lesdes foram reparaveis na linhagem selvagem e foi constatado que o produto
do gene RADS6 estaria implicado a expressao de lesdes pré-mutagénicas induzidas (MELO, 1986;
MELO et a/, 1986; HENRIQUES et a/, 1996).

O extrato de folhas de Peschiera australis Muell Arg. Miers, var australis forneceu os
alcaloides catarinensina e olivacina; de sementes, foram isoladas coronaridina, tabersonina e
coronaridina-hidroxiindolenina e de cascas das raizes, olivacina e coronaridina. Os extratos de
folhas e sementes demonstraram atividade antitumoral em roedores sobre carcinoma de Ehrlich
e sarcoma 180 (RATES et a/, 1988, RATES, 1989; RATES et a/,,1993).

Um trabalho realizado em colaboracdao com grupo da UFRJ avaliou a acao da coronaridina
sobre Leishmania amazonensis identificando atividade inibitéria de crescimento de
promastigotos e amastigotos (DELORENZI et a/, 2001). Os alcaloides inddlicos monoterpénicos
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(MIA), coronaridina, venalstonina, andrangina, vincadiformina e voacristina, isolados de diver-
sas espécies, exibiram atividade antioxidante e anticolinesterasica em ensaios autobiograficos
/n vitro. Substancias com dupla atividade, anticolinesterasica e antioxidante, vém sendo consi-
deradas como uma nova abordagem terapéutica para o tratamento farmacolégico da doenca
de Alzheimer, evidenciando o interesse de avaliar esse grupo quimico (KONRATH, 2006).

As cascas das raizes de Rauvolfia sellowii Mull. Arg., forneceram aricina, ajmalina,
tetraidroalstonina, reserpina e ajmalicina. Reserpina, quando testada pelo modelo cromoteste
SOS, ndo demonstrou genotoxicidade e também nao induziu mutagdes reversas e eventos
mitoticos recombinacionais (crossing-over e conversao génica) em cepa diploide de levedura
XS2316. A ajmalicina, embora nao mostrando efeito mutagénico, apresentou uma inducao de
eventos recombinogénicos em células de levedura tratadas em fase exponencial de cresci-
mento, quando o nivel de citocromo P-450 é elevado, indicando que a acdo recombinogénica
é dependente de ativacao metabdlica (VON POSER, 1987; VON POSER et a/, 1990). Dos extratos
de folhas dessa espécie foram isolados: vomilenina, 12-demetoxitabernulosina, picrinina, 19-
20-epoxiaquamicina, raucafrinolina, peraquina, dimetilacetalperaquina e um alcaloide inédito
a época, selowiina. Calus e suspensdes celulares foram estabelecidos a partir de folhas e foi
verificado que os alcaloides majoritarios isolados das folhas foram produzidos: sellowiina, 19-
20-epoxiaquamicina, vomilenina, picrinina e demetoxitabernulosine (BATISTA, 1994; BATISTA
et al, 1996; RECH et a/, 1998). As estruturas dos principais alcaloides isolados de espécies dessa
familia estdo apresentadas na Figura 1.

azw

H3COOC
H3CO0C
Coronaridina Heineanina Ibogamina
Tabersonina
=N N \ H3CO,
/ N
\ OH
N COOCH3 N
H N H
H H3COO0C
Olivacina Venalstonina Voacristina

COOCH3 COOCH3
COOCH3 COOCH 4

e
3
o \
o

Voacamina 19,20-Diidrohervaanina A



H3CO

OCH3

HzCOOC

Ajmalicina Ajmalina Reserpina o o OCH3

OCHg

cHo

HzCOOC

Tetraidroalstonina Sellowiina Raucafrinolina Peraquina

COOCHg

“—OCHgq
H3CO

o 19a,10a-Epoxiaguamicina
Dimetilacetalperaquina Vomilenina R = OCHj; - 12-Demetoxitabernulosina poxiag

R =H - Picrinina

FIGURA 1. Estruturas dos principais alcaloides isolados de espécies da familia
Apocynaceae. Ind6is monoterpenos: Rubiaceae

Espécies da familia Rubiaceae sdo amplamente distribuidas em regides de mata do
todo o mundo, mas predominam em florestas Umidas tropicais e incluem mais de 600
géneros, sendo a quarta maior familia de angiospermas. Nessa familia, o alvo principal de
nossas investigacdes tem sido o género Psychotria L., o maior da familia, incluindo cerca
de 1800 espécies. No Brasil, ocorrem 264 espécies, 5 subespécies e 2 variedades; 140
dessas sao endémicas. Quanto a distribuicao, a maioria ocorre na regidao Norte e o menor
numero, na regido Sul do Brasil, em acordo com o esperado pelas caracteristicas do hAabitat
preferencial do grupo. Em face do elevado percentual de endemismo e ao fato que mui-
tas espécies tém distribuicdo restrita e sensibilidade ecoldgica, algumas sao vulneraveis
e com risco de extincao. Devido a dificuldade na delimitacdo de suas fronteiras, Psychotria
L. é motivo de controvérsia entre taxonomistas e tém sido estreitamente relacionado a
Palicourea Aubl. e Cephaelis Sw., apresentando, também, similaridades com os géneros

FARMACOGNOSIA

N
w



| FARMACOGNOSIA

~
N

Calycodendron A. C. Sm. e Calycosia A. Gray. Recentemente, algumas espécies foram
transferidas para Margaritopsis C. Wright. Na regido Sul, estd registrada a presenca de 18
espécies (TAYLOR, 2010). Esse niumero pode nao ser real, uma vez que um grande numero
de espécies ocorre no estado de Sdo Paulo, podendo haver expansdo para a parte mais seten-
trional da regido Sul.

A avaliacdo dos perfis cromatogréficos e dos espectros na regido do ultravioleta para
os extratos etanodlicos de espécies de Psychotria coletadas no sul do Brasil, realizada por
cromatografia liquida acoplada a detector de arranjo de diodos, permitiu a verificacdo de
cromoforos tipicos de MIAs e b-carbolinicos glicosilados em catorze das quinze espécies
estudadas (LOPES et a/, 2004). Esse fato permitiu estabelecer diferenca significativa de ou-
tros metabdlitos comuns nesse género os alcaloides poliindolinicos, de origem biogenética
distinta.

Foram investigadas as espécies £ brachyceras Mill. Arg., R brachypoda (Mill.Arg.)
Britton, 2 suterella Mull. Arg., P myriantha Mill. Arg., P nuda (Cham. & Schltdl.) Wawra e 2
leiocarpa Cham. & Schltdl.

As folhas de R brachyceras forneceram um MIA inédito, braquicerina, cuja estrutura
deriva da condensacao direta da triptamina com 10-oxo-1-epiloganina sem a cisao do anel,
com formacao de secologanina, passo biossintético usual para esse grupo quimico, indican-
do uma nova classe de alcaloide indélico. Adicionalmente, hd manutencao da glicose, indi-
cando que as enzimas hidroliticas estao reprimidas (KERBER, 1999; KERBER et a/, 2001,
GREGIANINI et a/, 2003; GREGIANINI et a/, 2004).

Das folhas de A brachypoda foi isolado um alcaloide majoritario, a psicolatina, cuja
estrutura deriva a condensacao do iridoide 10-oxo-5-epi-geniposideo com triptamina, e,
COMO NO caso anterior, sem passar por secoiridoide. Outros 3 produtos também foram isola-
dos: 3,4-desidro-18,19-b-epoxi-15-epi-psicolatina, N*-[1-(2-a-hidroxipropil)]-psicolatina e
N*-[1-(2-b-hidroxipropil)]-psicolatina (KERBER, 1999, KERBER et a/, 2008). Trabalhos realiza-
dos em colaboracdo com o Departamento de Farmacologia — UFRGS permitiram verificar
que psicolatina, em modelos térmicos de nocicepcdo, produziu efeito dose-dependente,
parcialmente reversivel por naloxona, sugerindo participacdao de receptores do tipo opioide
no seu mecanismo de acdo. Em modelos animais de dor induzida por capsaicina, psicolatina
demonstrou atividade analgésica dose-dependente, além de efeitos ansiolitico e
antidepressivo. O mecanismo da atividade ansiolitica parece incomum, uma vez que é rever-
tida por tratamento prévio com ritanserina e MK801, antagonistas de 5HT2 e NMDA, respec-
tivamente (BOTH et a/, 2002; 2005; 2006). Posteriormente foi avaliado o efeito de tratamento
agudo e subcrénico com psicolatina sobre os niveis de aminodcidos excitatérios em
hipocampo e cortex pré-frontal de ratos, sendo observado efeito significante nos niveis de
neurotransmissores excitatérios no cértex pré-frontal, mas nao no hipocampo. Foi observa-
do aumento nos niveis de aspartato, glutamato e glutamina e decréscimo na concentracao
de glutamina no cértex pré-frontal apoés tratamento subcrénico. Esses resultados parecem



sugerir plasticidade induzida pelo alcaloide sobre receptores (PASSQOS, 2008).

A partir do extrato de alcaloides obtidos de folhas de Psychotria suterella Mill.Arg.
foram isolados os MIAs: lialosideo, estrictosamida e naucletina. Culturas /n vitro foram
estabelecidas e houve a formacao de alcaloides. Tanto o extrato quanto lialosideo reduziram
a atividade locomotora em modelos animais, indicando acao depressora (SANTOS, 1999; SAN-
TOS et al, 2001).

A partir de Psychotria myriantha Mull Arg. foram isolados os alcaloides
estrictosamida, acido estrictosidinico e outro ndo relatado anteriormente a miriantosina
A. O extrato n-butandlico de alcaloides e as substancias isoladas, apresentaram atividade
inibidora da migracao de leucécitos, sugerindo efeito anti-inflamatoério, e capacidade de
inibir a acdao da enzima acetilcolinesterase. O mesmo extrato e o alcaloide acido
estrictosidinico aumentaram o tempo de laténcia no teste da retirada da cauda frente ao
estimulo térmico, indicando uma atividade analgésica do tipo opioide. Foi verificada a
influéncia do acido estrictosidinico sobre os niveis de aminas biogénicas dopamina e
serotonina e seus metabodlitos em estruturas cerebrais de ratos. Hipocampos de animais
que receberam injecado intra-hipocampal bilateral de acido estrictosidinico apresenta-
ram reducdo nos niveis de serotonina, enquanto os cértices desses animais apresenta-
ram reducao nos niveis de DOPAC, 3-MT e 5-HIAA. Hipocampos e estriados de ratos trata-
dos com injecdo i.p. de acido estrictosidinico demonstraram diminuicdo de 63,4 e 28,7%
nos niveis de 5-HT, respectivamente. Esses dados indicam que esse grupo de MIAs pode
constituir potencial fonte de substancias com atividade sobre o sistema nervoso central
(FARIAS, 2006; SIMOES-PIRES et al., 2006; FARIAS et a/, 2010).

Psychotria nuda Cham. & Schltdl. Wawra apresentou estrictosamida como produto
majoritario. Esse alcaloide foi encontrado na maioria das espécies de Psychotria de ocor-
réncia no Brasil e apresenta atividade antimalarica e inibidora de canais idGnicos em rins e
cérebros de ratos. Ensaios de quimiotaxia realizados com leucécitos polimorfonucleares
indicaram atividade inibidora da migracao frente ao agente lipolissacarideo obtido de £
coli (FARIAS et al,, 2008).

Folhas de Psychotria leiocarpa Cham. & Schltdl. forneceram um MIA majoritario a
N,b-D-glicosilvincosamida, inédito e raro por apresentar a porcao indol N-glicosil além
de outra O-glicose, como na maioria dos alcaloides do grupo (LOPES, 1998; HENRIQUES et
al., 2004).

Estudos de regulacdo da producao desses alcaloides foram realizados em colaboracao
com grupo de pesquisa em botanica desta Universidade (PARANHOS et a/, 2005; PARANHOS
et al, 2009). O efeito da luz branca e aglcar exégeno foram avaliados em plantulas. A produ-
¢ao do alcaloide N-glicosilado de £ /feiocarpa, restrita aos brotos, foi fortemente influenciada
pela presenca da luz e inibida pela adicdo de glicose ao meio de cultura, indicando a impor-
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tancia do metabolismo fotoautotréfico e desenvolvimento fotomorfogénico para acumula-

¢do do alcaloide (PORTO et a/, 2009). As estruturas dos principais alcaloides isolados desse
género estdao apresentadas na Figura 2.
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FIGURA 2. Estruturas dos alcaloides isolados de espécies do género Psychotria.



ALCALOIDES DE AMARYLLIDACEAE

A importancia do estudo desses metabdlitos tem crescido, devido ao potencial empre-
go terapéutico sobretudo na terapia contra o cancer e agao no sistema nervoso central, como a
substancia galantamina. Diversas espécies dessa familia ocorrem no Brasil e a investigacao
guimica e/ou bioldgica era quase inexistente. Estudos tém mostrado que a atividade biolégica
desses vegetais estd relacionada a presenca de alcaloides tetraidroisoquinolinicos, embora
outros compostos nao alcaloidicos também tenham sido encontrados. Um dos géneros estu-
dados no Laboratério de Farmacognosia, Hippeastrum Herb. (Amaryllidaceae), estda ampla-
mente distribuido nas Américas Central e do Sul, sendo caracterizado pela presenca de alcaloides
de ocorréncia quase exclusiva nesta familia, dado de importancia taxonémica.

Hippeastrum glaucescens Mart., primeira espécie investigada, forneceu trés alcaloides:
licorina, tazetina e pretazetina, obtidos de bulbos frescos. Os extratos de H. glauscencensforam
investigados quanto a atividade antiproliferativa, frente as linhagens celulares de cancer de
pulmao HT-29 e H-460, apresentando resultado positivo para a maior parte das fracdes conten-
do alcaloides e resultado negativo para aquelas onde esses compostos estavam ausentes. Os
extratos e produtos isolados foram também avaliados quanto a a¢ado antiviral utilizando HSV-1
cepa KOS, sendo que, pelo método empregado, os resultados nao foram significativos (HOFFMAN
JR, 2002; HOFFMAN JR et a/, 2002; 2003).

Extratos dos bulbos da espécie H. vittatum (L’"Hér.) Herb. forneceram montanina, licorina,
pancracina e vitatina. A partir de bulbos de H. striatum (Lam.) H.E. Moore foi isolado em grande
quantidade o alcaloide licorina e o alcaloide vitatina, e os extratos diclorometano e 7-BuOH de
H. vittatum demonstraram inibir moderadamente o crescimento de células tumorais (HT29 -
adenocarcinoma de célon, H460 - carcinoma de células ndo pequenas de pulmao, RXF393 -
carcinoma renal, MCF7 - cancer de mama e OVCAR3 - cancer epitelial de ovario) e a montanina
apresentou significativo efeito antiproliferativo contra as mesmas células testadas (SILVA, 2005;
SILVA et al, 2008).

A dose letal mediana de montanina para camundongos machos foi calculada em 64,7
mg/kg i.p. A montanina ndo alterou a locomocao e a atividade exploratéria de camundongos.
Na avaliacdo da atividade central da montanina, foi observada uma atividade ansiolitica (labi-
rinto em cruz elevado), antidepressiva (nado forcado). No paradigma de memdria de esquiva
inibitéria passiva, a montanina ndo alterou significativamente o comportamento de ratos. Na
investigacdo da modulacdo da via de sinalizacdo das MAPKs (envolvidas com a meméria) em
fatias hipocampais tratadas (ratos), concluiu-se que a montanina e a galantamina aumentaram
a fosforilacdo (atividade) das proteinas testadas. Os resultados obtidos para a galantamina suge-
riram uma possivel acdo, contribuindo para a melhora da memaria em ratos na esquiva inibité-
ria (SILVA et al, 2006).

Montanina foi também foi avaliada na tarefa de reconhecimento de objeto, com admi-
nistracdo intra-hipocampal, testado 24 horas pds-treino (memoria de longa duracao). Foi obti-
da curva dose-resposta para o alcaloide, com dose pré-cognitiva estatisticamente significante
de 1 ug/ul. Essa mesma dose foi avaliada na mesma tarefa para obtencao de curva temporal. A
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montanina demonstrou efeito pré-cognitivo na tarefa de reconhecimento de objetos, adminis-
trada poés-treino (ANDRADE, 2007). Os resultados mostraram que os animais tratados com
montanina na dose de 3ug/ul, 24 horas apds a ultima sessdo de treino, lembravam mais da
localizacao da plataforma quando comparados ao grupo-controle, sugerindo que a montanina
ativa mecanismos relacionados com a formacao da meméria espacial. O papel da montanina
na consolidacdo da memdria pode ser justificado pela acdo inibitéria desse alcaloide sobre a
atividade da acetilcolinesterase, mesmo que em menores concentracdes que a galantamina. A
inibicao dessa enzima faz com que aumente a concentracao da acetilcolina na fenda sinaptica,
promovendo maior afinidade desse neurotransmissor com seus receptores. Por fim, este tra-
balho traz a montanina como um composto com significativo potencial de inibicdo da
acetilcolinesterase, possuindo relacdo com processos mneménicos e, dessa forma, contribuin-
do para pesquisas de novos farmacos relacionados ao tratamento de desordens neurolégicas
como a dopamina (PAGLIOSA, 2009; PAGLIOSA et a/, 2010).

A espécie H. breviflorum Herb. coletada na regiao de Aparados da Serra (RS) foi separa-
da em dois grupos, de acordo com a coloragdo das flores (vermelhas ou brancas). Empregando-
se cromatografia em camada delgada e cromatografia liquida de alta eficiéncia dos extratos
obtidos, verificou-se que os dois grupos vegetais sao idénticos qualitativamente. Foram isola-
dos trés alcaloides: licorina, licosinina-B e 9-O-demetil-licosinina-B, inédito na literatura. Os
extratos e produtos isolados foram avaliados quanto as atividades anticolinesterasica,
antioxidante e antiviral. Apenas o extrato de bulbos apresentou atividade anticolinesterasica,
sendo esta atividade também detectada para os compostos licosinina-B e 9-O-demetil-
licosinina-B. Todos os extratos de folhas de H. breviflorum apresentaram inibicdo do virus HSV-
1 cepas KOS e ATCC-VR733 inferior a 50% (SEBBEN, 2005).

Realizou-se a investigacao de alcaloides dos extratos de H. papilio (Ravenna) Van
Scheepen, coletada na regido serrana do estado do Rio Grande do Sul. Estudos por cromatografia
liquida e gasosa, acopladas a espectrdmetro de massas nos extratos dessa planta, apontaram
para a existéncia de alcaloides dos nucleos licorina e haemantamina sob a forma de heterosideos.
Além disso, a mesma analise indicou a existéncia de nucleos galantamina nos extratos, indican-
do a presenca de narvedina e sanguinina, esta com capacidade de inibicdo da enzima
acetilcolinesterase superior a da galantamina. Os extratos enriquecidos em alcaloides de H.
papilio demonstraram inibicdo da enzima acetilcolinesterase, pelo método da bioautografia
em cromatoplaca (ANDRADE, 2007).

Foi avaliado o conteddo quimico em alcaloides em duas plantas A. morelianum Lem.
(coletada no estado de Sao Paulo) e H. santacatarina (Traub) Dutilh (coletada no Rio Grande do
Sul), além da investigacdo das atividades antioxidante, anticolinesterasica e antimicrobiana
dos produtos isolados e extratos (GIORDANI et a/, 2008). A partir de H. morelianum, foram
identificados e elucidados doze alcaloides: 2a,7-dimetoxi-homolicorina (inédito), candimina,
para a qual foi realizada a primeira descricdo dos dados espectroscédpicos, haemantamina,
trisfaeridina, tazetina, pretazetina, hamaina e 3-epimacronina. A partir de H. santacatarina, fo-
ram identificados trés alcaloides: licorina, haemantamina e pseudolicorina. Todos os extratos
avaliados, de ambos os vegetais, mostraram efeitos antioxidante e anticolinesterasico, porém
nao antimicrobiano. Quanto aos produtos isolados, destaca-se a atividade antioxidante da



licorina, verificada pelo método da inativagao do radical 2,2-difenil-1-picrilidrazila (DPPH). No
screening de atividade anticolinesterdsica, todos os alcaloides isolados de H. morelianum,
exceto um, apresentaram resultado positivo. Para H. santacatarina, a licorina, assim como ou-
tros isolados, demonstrou atividade anticolinesterdsica, também com 5ug de amostra
(GIORDANI, 2007).

Hippeastrum psittacinum (Ker Gawl.) Herb. (coletada no estado de Sdo Paulo) foi inves-
tigado e apresentou, como alcaloides majoritarios, tazetina, pretazetina e hipeastrina. As fra-
¢oes dilorometano dos bulbos do vegetal apresentaram-se ricas em alcaloides, sendo identifi-
cado sal de pretazetina, pretazetina e hipeastrina (PAGLIOSA, 2009).

Em trabalho mais recente, investigou-se a aplicacao do potencial citotéxico dos
alcaloides licorina e candimina como compostos anti- 7richomonas vaginalis. O parasito 7.
vaginalis pode ser considerado um microrganismo-modelo para estudos de morte celular, pois
é amitocondriado. O efeito citotéxico anti- 7. vaginalis da candimina nao apresentou perfil dose-
dependente. Por outro lado, no tratamento com licorina, a viabilidade dos parasitos foi reduzi-
da duas vezes, quando o efeito das concentracdes menores (2,5 e 5,0uM) foi comparado ao
efeito das maiores concentracdes (250, 500 e 1.000uM). Licorina e candimina retardaram o
ciclo celular do 7. vaginalis na fase G2/M, mais pronunciado apés 24 horas de incubacédo. Apos
extracdo do DNA total dos parasitos, ndo se verificou a fragmentacdo do DNA total apdés o
tratamento com ambos os alcaloides. Ainda, nao foi detectado qualquer efeito na exposicao de
residuos de fosfatidilserina apds o tratamento, portanto, ndo ha indicativo de morte celular por
apoptose. Apds incubacdo com licorina e candimina, andlise por microscopia eletronica de
varredura permitiu verificar diversos sulcos na superficie, além de aspecto enrugado aspero e
alteragdes no tamanho celular. Através da microscopia eletrénica de transmissdo, verificou-se
gue os alcaloides ndo induziram a formacao de células multinucleadas - sinais caracteristicos
de apoptose — entretanto, o nucleo demonstrou uma forma anormal: alongado ou ramificado
em diversas células apdés ambos os tratamentos. Intensa vacuolizacao periférica formando
vacuolos entre a membrana citoplasmatica e a matriz, ja em estado avancado de degeneracao,
foram verificados ap6s ambos os tratamentos, além de vactolos em forma de estrias: uns con-
tendo figuras de mielina e outros contendo estruturas membranosas que poderiam indicar um
fendbmeno de degeneracdo autofagica. Em relacao a licorina, podemos sugerir que seu meca-
nismo de acdo citotdxico em células eucariéticas difere entre as que possuem mitocédndrias e
as amitocondriadas. Algumas caracteristicas observadas apds o tratamento com ambos os
alcaloides sao comuns a uma forma alternativa de morte celular programada, a paraptose.

Licorina e candimina inibiram a atividade das enzimas NTPDase e ecto-5"-nucleotidase
sendo os resultados mais expressivos: (i) a candimina inibiu, aproximadamente, 90% da hidrélise
do ATP; (ii) licorina inibiu 64% da hidrélise do ADP e 62% da hidrélise do AMP; e (iii) os alcaloides
nao inibiram a transcricdo dos genes NTPDase. Os efeitos modulatérios de alcaloides de
Amaryllidaceae em ectonucleotidases de parasitos é uma abordagem inovadora dentro da
extensa gama de atividades farmacoldgicas apresentadas por esses alcaloides (GIORDANI, 2010;
GIORDANI et al/, 2010).

Duas outras espécies de ocorréncia no Rio Grande do Sul foram estudadas: Habranthus
erectus Ravenna e Rhodophiala bifida (Herb.) Traub. Alguns autores afirmam ser grande a proxi-
midade taxondémica entre os géneros Rodophiala e Hippeastrum, e outros consideram que
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ambas pertenceriam a um s6 género. Trés alcaloides foram isolados de H. erectus e dois outros
a partir de R. bifida: nangustina e montanina. Este ultimo, representando cerca de 90% dos
alcaloides totais (diclorometano) de R. bifida, apresentou acao inibitéria sobre o crescimento
de culturas de Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermides,
Escherichia coli e Saccharomyces cerevisiae, além de demonstrar significativa atividade
citostatica sobre todas as linhagens celulares tumorais testadas (UACC-62 — melanoma, MCF-7
- mama, NCL-460 - pulmao, OVCAR - ovario, PCO-3 - préstata, HT-29 — célon, 786-0 — rim, NCL-
ADR - mama multidroga resistente) (CASTILHOS, 2004; CASTILHOS et al, 2007). As estruturas
dos principais alcaloides isolados desta familia estdo apresentadas no Figura 3.

R1 = R2 = R3 = R4 = OCHgj: 2,7-dimetoxi-homolicorina R1 = OH; R2 = CHg; R3 = CHg: Pretazetina
R1 + R2 = OCH,0; R3 = OCHg; R4 = OH: Candimina R1 = H; R2 = CHa; R3 = CHa: Tazetina
R1 + R2 = OCH,0; R3 = H; R4 = OH: Hipeastrina R1 = O; R2 = CHg; R3 = CH3: 3-epimacronina
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FIGURA 3: Estruturas dos principais alcaloides isolados de espécies da familia
Amaryllidaceae



OUTROS GRUPOS DE ALCALOIDES: QUiIMICA E BIOATIVIDADES

Alguns grupos pontuais foram também objeto de trabalho; alcaloides totais obtidos
Erythroxylum argentinum O. E. Schulz apresentaram atividade anestésica local semelhante a co-
caina e efeito significativo na prevencao e reversao de ptose palpebral induzida por reserpina,
indicando efeito estimulante. No extrato, foram caracterizados os alcaloides 33,6a-
ditigloiloxinortropano, 3,6 dipropanoiloxinortropano, 3, propanoiloxitigloiloxinortropano e
tropacocaina (CHAVES et a/, 1988; ZUANAZZI, 1990; ZUANAZZI et al, 2000; ZUANAZZI et al., 2001).

Zanthoxylum chiloperone Mart. ex Engl., Rutaceae, forneceu cantin-6-ona, 5-
metoxicantin-6-ona, celeritrina e esquimianina. 5-metoxicantin-6-ona demonstrou ser um
agente genotdxico e mutagénico de acao direta em células procaridticas (DIEHL, 1992; DIEHL
et al,, 2000).

A partir de Helietta apiculata Benth., também Rutaceae, foram isolados os alcaloides
maculosina, flindersiamina e dois inéditos a época: helietinina e helietidina (HECKLER, 1993). A
mistura de alcaloides furoquinolinicos induz inibicdo do sistema micorossomal P450, alteran-
do o padrao de aminopirina-N-demetilacao e 3,4-benzopireno hidroxilacdao (CASADO et a/,,
1985; GOLUBKOVA et al, 1998).

Em cascas do tronco Nectandra grandiflora Nees & C. Mart. ex Nees., Lauraceae, foram
caracterizados os alcaloides aporfinicos: laurolitsina, laurotenina, boldina e isoboldina (MORE-
NO, 1989; MORENO et a/, 1991). O extrato total demonstrou atividade antitumoral em sarcoma
180 e carcinoma de Erhlich em camundongos (MORENO et a/, 1993). Trabalhos posteriores em
colaboracao com pesquisadores do Departamento de Bioquimica desta universidade confir-
maram a atividade em modelos celulares de gliomas, com boldina isolada (GERHARDT et al,
2009). Esse alcaloide ndo apresentou efeitos mutagénicos em organismos procariéticos e
eucaridticos, entretanto, em sistema eucariotico, foi capaz de induzir efeitos recombinacionais
do tipo conversao génica (HENRIQUES et a/, 1991; MORENO et a/, 1991).

Estudos realizados empregando um modelo /n vitro de fatias hipocampais de ratos,
submetidas a privacdo de oxigénio e glicose (POG) e métodos de avaliacdo da toxicidade dos
alcaloides pela avaliacao da liberacao da enzima lactato desidrogenase (LDH) citosélica e redu-
¢do do MTT (viabilidade mitocondrial) com os alcaloides boldina e vincamina, demonstraram
gue estes promoveram um aumento de 40% na liberacdo de LDH nas fatias que sofreram POG
na concentracao de 100uM, além de aumento significativo na liberacao dessa enzima também
nas fatias controles. Psicolatina e reserpina também tiveram efeitos neurotoxicos. Foi verifica-
do que a POG em fatias hipocampais promove uma diminuicdao nas medidas do potencial
antioxidante total (TRAP) e reatividade antioxidante total (TAR), de 63% e 16,5%, respectiva-
mente, além de causar um aumento nos niveis de malonodialdeido liberado pelas fatias, de-
tectado pelo ensaio de espécies reativas ao acido tiobarbiturico (TBA-RS). Entretanto, esse
efeito foi revertido pela presenca de boldina nas concentracdes de 10uM e de 50uM. Esse
mesmo alcaloide, com reconhecida atividade antioxidante, também demonstrou ser um
sequestrador de radicais peroxila mais potente que o padrao trolox (KONRATH, 2006, KONRATH
et al, 2008).
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PESQUISAS NA AREA DE IRIDOIDES

O interesse na pesquisa de iridoides nasceu a partir do estudo dos alcaloides indélicos
monoterpenos, uma vez que fazem parte da rota biossintética destes ultimos. Além disso, foi
verificado na literatura que os dois grupos de iridoides encontrados nos vegetais, seco-iridoides
e iridoides carbociclicos, sdo compostos com importante significancia taxonémica, area de
interesse do grupo de pesquisa.

Nesse sentido, foi iniciado o estudo de espécies nativas das ordens Lamiales e
Gentianales (sensu Dahlgren), onde os iridoides tém papel importante na revisdo dos sistemas
taxondémicos. Nesses taxons, os compostos sao formados por diferentes rotas biossintéticas
sendo seco-iridoides, mais frequentes nos representantes da ordem Gentianales e iridoides
carbociclicos amplamente distribuidos na ordem Lamiales. Os iridoides carbociclicos, por sua
vez, ocorrem nas formas carboxilada e descarboxilada e esse padrao de substituicdo também
tem significado taxondmico especialmente em niveis hierdrquicos como subfamilias e tribos.

Utilizando extensa revisao da literatura sobre a ocorréncia dessas substancias e aliando-
se aos dados do laboratério, foram desenvolvidos diversos trabalhos de quimiotaxonomia (VON
POSER et a/, 1997a; VON POSER et a/, 1998a; VON POSER et a/, 2000a).

A primeira planta analisada visando a obtencdo de iridoides foi Verbenoxilum reitzii
(Moldenke) Tronc. (Verbenaceae). Dessa espécie foram isolados teviridosideo, ipolamideo e 2'-
apiosilgardosideo, um iridoide inédito e exclusivo, até o momento, para essa espécie (VON
POSER et al., 1995; VON POSER et al., 1998b). Foram também investigadas espécies de
Scrophulariaceae, obtendo-se de Angelonia integerrima Spreng., além de oito iridoides co-
nhecidos, um iridoide inédito denominado angelosideo (VON POSER et a/, 1997b). De Scoparia
ericacea Cham. & Schltdl. foram obtidos acido geniposidico, geniposideo, carioptosideo e
ésteres metilicos de escandosideo e de xanzisideo, enquanto Agalinis communis (Cham. &
Schltdl.) D'Arcy forneceu aucubina, ésteres metilicos de xanzisideo e de gardosideo, 5-
desoxipulquelosideo |, bartisiosideo e 8-eprloganina (VON POSER et a/, 1997¢).

Ainda, como representantes da ordem Lamiales, foram estudadas diversas espécies da
familia Bignoniaceae, em que a ocorréncia dos diferentes padrdes de substituicao dos iridoides
carboxilados tem estreita relacdo com dados morfolégicos que delimitam as tribos da familia.
Nessas espécies foram identificados 6-O-p-hidroxibenzoil-6-epi-aucubina em 7abebuia
heptaphylla (Vell.) Toledo, 7. alba (Cham.) Sandwith e 7. chrysotricha (Mart. ex A. DC.) Standl. e
teviridosideo, ipolamideo e estrictolosideo em Pithecoctenium crucigerum (L.) AH. Gentry e
Adenocalymma marginatum (Cham.) DC. (VON POSER et a/, 2000b).

No decorrer do estudo sobre iridoides, foram analisadas quanto a presenca de iridoides
algumas espécies da familia Rubiaceae, ordem Gentianales, obtendo-se gardenosideo de
Tocoyena bullata (Vell.) Mart. (VON POSER et a/, 1998c) e asperulosideo e desacetilasperuloside
de Psychotria leiocarpa Cham. & Schlitdl. (LOPES et a/, 2004).

Como representantes da ordem Dipsacales, foram investigadas algumas espécies bra-
sileiras de Valeriana (Valerianaceae). A familia é constituida de 400 espécies, porém as prepa-
racdes farmacéuticas empregadas em diversas regides do planeta como agentes sedativos sao



obtidas das raizes de apenas duas espécies, V. officinalis L. e V. wallichii DC. Ainda que as
Valerianaceae apresentem iridoides estruturalmente semelhante aos compostos ja citados,
gue, em sua ampla maioria, ocorrem na forma glicosilada, seus representantes sdo abundante
fonte de outro grupo de iridoides, exclusivos da familia, os valepotriatos.

Valepotriatos sdo iridoides carbociclicos nao glicosilados e suas variagcdes estruturais
devem-se aos diferentes substituintes acidos esterificados com os grupos hidroxila, a presenca
ou auséncia de um grupo epoxido e ao numero e posicdo das ligagdes duplas no nucleo princi-
pal. Dividem-se em dois grupos principais: monoénicos e diénicos. Os valepotriatos monoénicos
mais frequentes em espécies de Valeriana sao diidrovaltrato e homodiidrovaltrato, enquanto
que os diénicos sdo valtrato, isovaltrato, diavaltrato, acevaltrato e 1-b-acevaltrato. Esses com-
postos sdo instaveis e sob influéncia de calor, umidade e acidez, decompdem-se produzindo
acidos livres e nucleos monoterpénicos. A hidrélise de valtrato e diidrovaltrato, por exemplo,
durante o processo de secagem e armazenamento da planta, resulta na liberacdo de acido
valérico, responsavel pelo odor caracteristico das espécies de Valeriana.

No Rio Grande do Sul, o género é representado por doze espécies. Dessas, nove foram
analisadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia quanto ao conteudo de valepotriatos,
verificando-se que V. glechomifolia F.G. Mey. é a espécie em que esses compostos estao pre-
sentes em maior concentracao (SILVA et al, 2002). Dessa mesma espécie foram isolados os
valepotriatos diénicos valtrato, diavaltrato, acevaltrato e 1-B-aceacevaltrato e os monoénicos
diidrovaltrato e AHD-valtrato, além de diidrocornina, um iridoide carbociclo glicosilado (SALLES
et al, 2000). Esse vegetal foi cultivado /in vitro, verificando-se que individuos micropropagados,
bem como calos e células em suspensao mantiveram a capacidade biossintética, produzindo
0s mesmos valepotriatos encontrados na planta /n natura (SALLES et a/, 2002; MAURMANN et
al, 2006). As estruturas dos principais iridoides isolados estdao apresentados na Figura 4.
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FIGURA 4: Estruturas dos principais iridoides isolados

FARMACOGNOSIA

(o]
w



| FARMACOGNOSIA

®©
>

Recentemente, Maurmann e colaboradores (2010) demonstraram que uma fracao
enriquecida em valepotriatos, obtida de V. glechomifolia, apresenta propriedades sedativa e
ansiolitica e, além disso, prejudica a memoéria de reconhecimento em camundongos, sugerin-
do um perfil de acdo semelhante aos farmacos benzodiazepinicos. Porém, Salles (2010) verifi-
cou que os valepotriatos ndo apresentam afinidade pelo receptor benzodiazepinico em cére-
bro de ratos e também nao se ligam ao receptor serotonérgico 5HT1a. Esses dados permitem
dizer que os valepotriatos agem por um mecanismo de acao distinto dos ansioliticos
benzodiazepinicos e buspirona. Eles inibem a atividade da enzima Na+/K+ ATPase de
homogenatos de rins e cérebro de ratos, atividade que pode estar relacionada com seu efeito
sobre o Sistema Nervoso Central e, também, com a toxicidade ja demonstrada para V.
glechomifolia (SALLES, 2010). Interessantemente, um extrato obtido por CO, supercritico (pa-
dronizado em valepotriatos) de Valeriana glechomifolia apresentou atividade em um modelo
animal para screening de antidepressivos (SALLES, 2010).

PESQUISAS NA AREA DE FENOIS

Género Hypericum

A partir de 1998, iniciou-se o estudo de espécies de Hypericum nativas do RS. Esse
trabalho foi motivado pela ampla utilizacao de Hypericum perforatum L. em diversos paises da
Europa e EUA, movimentando milhdes de délares. Estima-se que a comercializacdo de
fitoterdpicos praparados a partir de extratos padronizados de H. perforatum tenha tido um
incremento de quase 4000% entre 1995 e1998.

O género Hypericum pertence a familia Guttiferae, a qual é formada por cerca de 1200
espécies, distribuidas em 50 géneros de larga distribuicao nas regides tropicais e subtropicais
do planeta. Dentre esses, Hypericum (subfamilia Hypericoideae; tribo Hypericeae) abrange
aproximadamente 450 espécies, acomodadas em mais de 30 diferentes secdes taxondmicas,
sendo também encontrado nas regides temperadas do hemisfério norte.

Do ponto de vista quimico, as espécies de Hypericum se caracterizam pela producao
de grande diversidade de compostos fendlicos abrangendo desde metabdlitos amplamente
distribuidos, como os derivados do acido cinamico, flavonoides e taninos, como também com-
postos fendlicos de distribuicdo restrita, como naftodiantronas, xantonas, derivados de
floroglucinol, benzopiranos e benzofenonas.

Aproximadamente vinte espécies desse género tém ocorréncia natural no Brasil e
concentram-se, principalmente, na Regido Sul do pais. Algumas das espécies nativas do Rio
Grande do Sul vém sendo estudadas em nossos laboratoérios, verificando-se a producao de
compostos fendlicos como os benzopiranos 6-isobutiril-5,7-dimetoxi-2,2-dimetil-benzopirano
(HP1), 7-hidréxi-6-isobutiril-5-metoxi-2,2-dimetil-benzopirano (HP2) e 5-hidroxi-6-isobutiril
7-metoxi-2,2-dimetil-benzopirano (HP3) de H. polyanthemum Klotzsch ex Reichardt (FERRAZ



et al, 2001) e duas benzofenonas (carifenona A e carifernona B) de H. carinatum Griseb.
(BERNARDI et a/, 2005), todos de estruturas inéditas. Também vém sendo isolados derivados
diméricos de floroglucinol (FERRAZ et al, 2002a; NOR et a/, 2004), os quais foram apontados
como marcadores quimicos das secdes onde estdo acomodadas as espécies nativas. Taninos
(DALLAGNOL et al, 2003), flavonoides e acidos fendlicos (NUNES et a/, 2010) sao abundantes
nas espécies. Um dado interessante € a auséncia das naftodiantronas de hipericina e derivados
(FERRAZ et al, 2002b), consideradas juntamente com hiperforina, as substancias marcadoras
quimicas de H. perforatum. Confirmando dados da literatura para outras espécies de Hypericum,
as flores das espécies nativas mostraram abundancia de compostos fendlicos, incluindo
benzopiranos, derivados de floroglucinol e flavonoides (NOR et al., 2008). As principais estrutu-
ras isoladas estao apresentadas na Figura 5.

o OR'
(HP1) R=CH3 e R'=CHj3
N (HP2)R=H e R'= CH,
(HP3)R= CHze R'=H
RO (0]
HO OH
HO O
/
0] 0]
(0] OH
Carifenona A Carifenona B

FIGURA 5: Estruturas dos principais benzopiranos isolados de espécies do género
Hypericum.

Além disso, alguns estudos bioldégicos vém sendo realizados. Muitos extratos e fracdes
vém apresentando atividades interessantes, como antimicrobiana frente a bactérias e levedu-
ras (DALLAGNOL et a/, 2003), antifungica frente a alguns dermatofitos (FENNER et a/, 2005),
antiviral, frente ao virus da imunodeficiéncia felina FIV (SCHMITT et a/, 2001) e ao herpesvirus
(FRITZ et a/, 2006) e antiproliferativa (FERRAZ et a/, 2005a). Muitas dessas atividades podem ser
devidas, ao menos parcialmente, ao potencial antioxidante demonstrado por essas espécies,
ricas em compostos fendélicos (BERNARDI et a/, 2008a).

Os extratos metanol bruto e hexano de H. polyanthemum foram ativos frente ao carra-
pato bovino, Rhipicefalus (Boophilus) microplus (RIBEIRO et a/, 2007). Essa atividade foi atribu-
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ida aos benzopiranos presentes nos extratos.

Destaca-se a atividade antimicrobiana dos benzopiranos de H. polyanthemum
(DALLAGNOL et al, 2005; FERRAZ et al, 2005¢) e dos derivados de floroglucinol, uliginosina B
isolada de H. myrianthum (FERRAZ et al, 2002a), H. carinatum e H. polyanthemum (NOR et al,
2004), hiperbrasilol B, presente em H. caprifoliatum e H. connatum (NOR et al, 2004), assim
como japonicina A, isolada de H. myrianthum (DALLAGNOL et a/, 2005). Benzofenonas de H.
carinatum (BERNARDI et a/, 2005) e flavonoides de H. ternum (BERNARDI et al, 2007a) foram
avaliados quanto ao potencial antioxidante e alguns deles apresentaram relevante atividade.
Ainda, os benzopiranos de H. polyanthemum apresentaram atividade antitumoral /n vitro
(FERRAZ et al, 2005b), sendo demonstrado que esses tém efeito sinérgico (GRIVICICH et a/,
2008). Os compostos, apds avaliacao quanto a genotoxicidade (FERRAZ et a/, 2009), provaram
ser bons candidatos para estudos /n vivo de atividade antitumoral.

O
o) =

HO OH HO. OH
O. OH HO OH

O
CH3 O

N CH;
O (e}
OH (6]
Uliginosina B

Hiperbrasilol B

FIGURA 6: Estruturas dos principais floroglucinois isolados de espécies de
Hypericum

Destacam-se, no entanto, as atividades analgésica e antidepressiva de extratos, fragdes
e compostos isolados, como sera detalhado a sequir.

Atividade antidepressiva de espécies de Hypericum nativas do Rio Grande
do Sul

O género Hypericum (Guttiferae) tem despertado interesse dos pesquisadores na bus-
ca de novos tratamentos antidepressivos. Esse interesse deve-se principalmente ao uso clinico
de H. perforatum, utilizado na Europa, Estados Unidos e América do Sul para o tratamento de
depressao leve a moderada. Além disso, relatos sugerem que esses extratos podem ser efeti-
vos no tratamento clinico para dependéncia de substancias como alcool e tabaco. O mecanis-
mo de agdo ainda nao estd completamente elucidado, mas varios estudos indicam que os



extratos de H. perforatum atuam de modo diferente dos antidepressivos usuais (LINDE, 2009).

Assim, considerando a abordagem quimiotaxonémica para a busca de moléculas
bioativas, o estudo do género Hypericum destaca-se como perspectiva para a identificacdo de
fontes alternativas de moléculas com atividade antidepressiva e/ou protétipos para o desen-
volvimento de farmacos com mecanismo de acao diferenciado dos antidepressivos atuais.

O uso de espécies brasileiras de Hypericum com finalidade antidepressiva pela popu-
lacdo ndo é documentado. No inicio da década de 1990, surgiram os primeiros trabalhos com
uma espécie brasileira, realizados por pesquisadores de outras instituicdes. Rocha e colabora-
dores (1994; 1995; 1996) relataram a atividade inibitéria de H. brasiliense Choisy sobre a enzima
monoamino oxidase (MAO). Porém, essa mesma espécie ndo foi ativa no teste de natacdo
forcada em ratos (MENDES et a/, 2002), um modelo animal classicamente utilizado para
rastreamento de substancias com atividade antidepressiva.

A partir de 1998, paralelamente ao estudo quimico, foi iniciada nos Laboratérios de
Farmacognosia uma linha de pesquisa visando a investigacdo da atividade antidepressiva das
espécies de Hypericum nativas. As espécies mais amplamente distribuidas na regido sul do
Brasil foram submetidas ao teste da natacdo forcada: H. brasiliense Choisy, H. caprifoliatum
Cham. & Schltdl, H. carinatum Griseb., H. connatum Lam., H. cordatum (Vell.) N. Robson, .
myrianthum Cham. & Schltdl., H. polyanthemum Klotzsch ex Reichardt e H. ternum A. St. -Hil.
(DAUDT et al, 2000, GNERRE et a/, 2001). Inicialmente, foram testados extratos metanol das
partes aéreas. H. caprifoliatum apresentou os resultados mais promissores e novos extratos
foram obtidos, com solventes de diferentes polaridades, sendo o extrato éter de petréleo o
mais ativo (DAUDT er a/, 2000). Diferentes extratos de H. caprifoliatum, H. piriai Arechav. e H.
polyanthemum apresentaram também atividade inibidora da MAO (IMAOQ) /n vitro (GNERRE et
al, 2001). No entanto, esta atividade nao parece ser relevante para o efeito observado /in vivo,
visto que os extratos com melhor atividade IMAO nao foram os mesmos ativos no teste de
natacao forcada.

Na continuidade dos estudos, o extrato éter de petréleo de H. caprifoliatum mostrou-se
toxico (VIANA, 2002; VIANA et al, 2006) e foi, entao, substituido por um extrato ciclo-hexano.
Viana e colaboradores (2005) aprofundaram o estudo da acdo antidepressiva de H. caprifoliatum
e demonstraram em experimentos /n vivo que extrato ciclo-hexano dessa espécie apresentam
efeito sobre a neurotransmissao dopaminérgica: o efeito dos extratos no teste de natagdo for-
cada foi prevenido com uma administracdo prévia de sulpirida ou SCH 23390 (antagonistas de
receptores dopaminérgicos D2 e D1, respectivamente). Experimentos /n vitro mostraram que
esse extrato e uma fracdo enriquecida em derivados de floroglucinol (HC1) inibiram a captacao
e aumentaram a liberacdo de monoaminas cerebrais, em particular de dopamina, em
sinaptossomas de ratos. No entanto, esses derivados de floroglucinol nao se ligaram a transpor-
tadores monoaminérgicos neuronais, sugerindo que a atividade antidepressiva estd relaciona-
da a mecanismos diferentes de outras classes de antidepressivos. Além disso, Munari (2006)
demonstrou, em experimentos de microdialise cerebral em ratos acordados, que a administra-
¢do do extrato ndo induz aumento consistente dos niveis cerebrais de dopamina. Por outro
lado, o extrato induz alteragdes na ativacao de proteina G induzida por dopamina, noradrenalina
e serotonina, demonstrando que a administracao do extrato em ratos é capaz de atuar sobre a
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sinalizacdao celular monoaminérgica (VIANA, 2007). A possivel acao sobre receptores
serotonérgicos foi também demonstrada em nivel periférico, em preparacdes de 6érgao isola-
do (VIANA et a/, 2007).

Foi demonstrado também que o tratamento com um extrato ciclo-hexano de H.
caprifoliatum atenua o aumento dos niveis séricos e cerebrais de corticosterona em camun-
dongos submetidos ao estresse da natacdo forcada, um efeito diferente dos antidepressivos
imipramina e bupropiona, visto que estes reduzem apenas os niveis séricos (VIANA et al,
2008). Esses dados indicam que essa espécie atua também no eixo hipotalamo-pituitaria-
adrenal, considerado como um dos alvos biolégicos para acdao antidepressiva, mas, novamente,
de uma forma distinta dos antidepressivos disponiveis na terapéutica.

H. caprifoliatum também foi avaliado em modelos experimentais de inducao de sono,
ansiedade e convulsdo, mas ndo apresentou atividade significativa (VIANA, 2002; VIANA et al,
2006).

O estudo da espécie H. polyanthemum (VIANA, 2007) resultou em pedidos de depdsito
de patente de uso dessa espécie (PI0900614-1.INPI; PCT: EP2010/0518116).

Borsoi (2010) verificou que o extrato ciclo-hexano de H. polyanthemum potencia os
efeitos neurotdxicos de 6-hidroxidopamina em um modelo experimental de Parkinson.

Por fim, o flavonoide hiperosideo, abundante em vdrias espécies desse género, tam-
bém apresenta atividade antidepressiva no modelo da natacado forcada, mediada pela
neurotransmissao dopaminérgica (HAAS, 2010).

Atividade antinociceptiva de H. caprifoliatume H. polyanthemum

Extratos ciclo-hexano (ECH) e metandlico (MET) das partes aéreas de H. caprifoliatum
apresentaram efeito antinociceptivo em roedores. ECH foi ativo nos testes da placa aquecida e
de contor¢des abdominais causadas por acido acético. O efeito antinociceptivo de ECH no
teste da placa aquecida foi prevenido com o pré-tratamento com naloxona (um antagonista
opioide ndo seletivo). MET foi ativo apenas no teste da placa aquecida, e o pré-tratamento com
naloxona preveniu parcialmente o efeito antinociceptivo do extrato administrado pela via
intraperitoneal, mas ndo afetou a antinocicepcao causada pelo tratamento pela via oral, indi-
cando que o extrato contém pelo menos dois grupos de substancias ativas, com distintos perfis
farmacolégicos (VIANA et al, 2003).

Um extrato ciclo-hexano das partes aéreas de H. polyanthemum (POL) também apre-
sentou efeito antinociceptivo na placa quente, o qual foi prevenido pelo pré-tratamento com
naloxona. Entretanto, os floroglucinéis majoritdrios presentes nessas espécies (HC1 e
uliginosina) ndo inibiram a ligagao da [*H]-naloxona e também ndo modificaram a ligagao de
[3>S]-GTP+S estimulada por DAMGO (agonista opioide), em cérebro de ratos (VIANA, 2007),
indicando que eles ndo agem por uma ativacdo direta de receptores opioides. Por outro lado,



Haas e colaboradores (2010) demonstraram que o benzopirano HP1, isolado de H.
polyanthemum apresentou atividade antinociceptiva em roedores bloqueada pela adminis-
tragao de naloxona.

Estudos de cultivo /n vitro

Considerando-se o potencial desses vegetais, esforcos estao sendo realizados visando
obter biomassa produtora dos metabdlitos de interesse. A espécie mais estudada até o mo-
mento é H. polyanthemum. Esse vegetal foi micropropagado /n vitro e posteriormente
aclimatizado mantendo, ap6s 45 dias de crescimento ex-vitro, a capacidade de sintetizar os
benzopiranos (BERNARDI et a/, 2007b). Estudos subsequentes avaliaram o teor desses com-
postos em plantas aclimatizadas, apds seis meses de cultivo em campo, mostrando que H.
polyanthemum pode ser eficientemente propagado e aclimatizado para produzir benzopiranos
e outros compostos fendlicos (BERNARDI er a/, 2008b). Estudos avaliando efeito do tempo de
cultivo e da fertilizagdo na produgdo dos metabdlitos de interesse também foram realizados
com esse vegetal (NUNES et a/, 2009a; NUNES et a/, 2009b). Esses estudos de propagacao de H.
polyanthemum estao sendo estendidos a outras espécies e recentemente avaliada para H.
ternum a producdo de compostos fendlicos em plantulas e individuos aclimatizados. Foi verifi-
cado que os teores de alguns flavonoides e do derivado de floroglucinol uliginosina B foi supe-
rior aqueles encontrados na planta /n natura (PINHATTI et a/, 2010).

Com o objetivo de alcancar maiores rendimentos no processo extrativo, as partes aére-
as de H. polyanthemum foram submetidas a extracao com CO, supercritico, utilizando-se dife-
rentes temperaturas e pressoes. Os experimentos mostraram que o método é bastante efici-
ente, obtendo-se fracdes enriquecidas com altos teores dos compostos de interesse, confir-
mando a seletividade do método (CARGNIN et a/, 2010).

Efeitos ansiolitico, sedativo e toxico de Passiflora alata Curtis
(Passifloraceae)

Dentre as espécies da flora nativa com interesse farmacéutico ricas em compostos
fendlicos, especialmente flavonoides, destaca-se a Passiflora alata Curtis, empregada na medi-
cina popular e pela industria farmacéutica nacional para producéo de fitoterapicos com indica-
¢ao como sedativo. Além disso, € uma espécie inscrita na Farmacopeia Brasileira. Varios traba-
Ihos na literatura relatam a consituicdo quimica e a atividade de diferentes extratos em mode-
los animais de sedacao e ansiedade. Porém, nao havia relatos sobre mecanismo de acao e
estudos de toxicidade.

A administracao aguda, em camundongos, de um extrato aquoso nebulizado das partes
aéreas de A alata, caracterizado em 2,6 % de flavonoides, provocou efeito hipnético e
hipotérmico, nao sendo observados efeitos ansiolitico e sedativo. Quando avaliada em ratos, a
administracdo aguda desse extrato, surpreendentemente, resultou em uma tendéncia a um
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efeito ansiogénico, que foi confirmada apds tratamento repetido (FENNER, 2006). Por outro
lado, a administracao aguda de um extrato hidroetanol, além do efeito hipnético-sedativo,
causou efeito do tipo ansiolitico no labirinto em cruz elevado, o qual foi bloqueado pela admi-
nistracdo de flumazenil. Porém, esse extrato em concentracdes até 1000 wg/mL nao deslocou
a ligacao de [3H]-flunitrazepam. Esses dados indicam que o efeito ansiolitico é mediado pelo
sitio benzodiazepinico, mas ndo pela interacao direta das substancias presentes no extrato
com esse sitio (PROVENSI, 2007; PROVENSI er al, 2008).

O extrato aquoso liofilizado de £ a/ata (2,6 % de flavonoides) foi também avaliado em
testes de toxicidade aguda e de doses repetidas. Quando considerado letalidade, parametros
bioquimicos, histolégicos, hematoldgicos e sinais fisicos gerais, o extrato apresentou uma
toxicidade considerada baixa. No entanto, a administracao de doses repetidas prejudicou o
desenvolvimento ponderal de ratos, o que poderia representar um indicio de toxicidade. Além
disso, a administracdo aguda e repetida do extrato provocou aumento significativo no indice e
frequéncia de dano no DNA em células de cérebro, figado e sangue periférico e medula de
camundongos avaliados no ensaio cometa alcalino e teste de micronucleo (FENNER, 2006;
BOEIRA et a/, 2010).

ISOFLAVONAS DE LEGUMINOSAS

Plantas da familia das Leguminosas sdo de grande interesse comercial. Nesse universo,
o fendmeno da fixacao de nitrogénio atmosférico, verificado em espécies da familia, tem des-
pertado a curiosidade de cientistas ha mais de trés séculos. Malpighi, em 1679, ja estudava
nédulos em raizes. Diversos trabalhos sucederam até que, em 1886, Hellriegel sugeriu que as
plantas poderiam assimilar nitrogénio atmosférico por intermédio de bactérias. Essa
constatacdo é considerada uma das mais importantes descobertas das ciéncias biolégicas do
século XIX (QUISPEL, 1988; SCHILLING, 1988). A implicacdo dos flavonoides na simbiose com
bactérias fixadoras de nitrogénio atmosférico em trabalhos mais recentes sugere a importan-
cia de estudos quimicos em espécies da familia, sobretudo as nativas de nosso Pais.

O intuito de desenvolver esse tipo de analise baseia-se na contribuicao que o estudo
quimico dessa familia pode fornecer aos estudos ecoldgicos de interagao planta microrganis-
mos (sobretudo no processo de fixacao de nitrogénio atmosférico).

Investigamos Lupinus lanatus Benth., a partir do qual foram isoladas oito substancias:
citisosideo, angustona A (essa isoflavona estad descrita neste trabalho pela primeira vez em
nédulos de Leguminosae), ramnosil- G-vitexina (inédito) e ramnosil- O-citisosideo (inédito). Uma
substancia isolada de folhas demonstrou ser idéntica a outra, presente na flor (4'-metéxi-5,7-
dihidroxiflavona-8- C-glicosideo). Esse tipo de estrutura é caracteristica em lupinos americanos
em aparece em grande quantidade, servindo como marcador taxonémico.

Avaliada a atividade antioxidante pelo método da inativacdao do radical 2,2-difenil-1-



picrilidrazila (DPPH) em placa, a fracdo diclorometano dos nédulos apresentou diversos com-
postos com atividade positiva. Desse extrato foi isolada a angustona A. Todas essas substancias
podem evitar o estresse oxidativo e, consequentemente, a senescéncia da estrutura nodular,
tendo em vista que a quantidade de nédulos é proporcional ao nitrogénio fixado. Esse foi o
primeiro relato do flavonoide angustona A apresentando atividade como antioxidante. No en-
saio do DPPH, citisosideo apresentou atividade positiva e ramnose-O-citisosideo e ramnose-O
vitexina negativa; desse modo pode-se inferir que a metoxila na posicdo 4’ ndo estd relacionada
com esta atividade, e sim que a presenca de uma unidade glicidica (ramnose) ligada ao
heterosideo provavelmente determina a atividade antioxidante. As trés flavonas C-glicosiladas
no ensaio de atividade antimicrobiana pelo método da autobiografia apresentaram resultado
negativo frente a levedura e bactérias gram-negativas do solo que exercem interacdo (tanto
simbidtica como parasitdria). Entretanto, em outros trabalhos, flavonas C-glicosiladas apare-
cem como componentes de defesa (fitoalexina) em Cucumis sativus L. (Cucumberaceae). A
flavona citisosideo e ramnose-O-citisosideo foram testadas também frente a patégenos huma-
nos, indicando resultado negativo tanto para bactérias gram-positivas, gram-negativas e leve-
duras. Em outro ensaio de autobiografia, ramnose- G-vitexina exibiu atividade frente a patégenos
humanos, sugerindo que a atividade se deve principalmente a presenca da hidroxila na posicao
4, e nao com a natureza ou numero de unidades de acucar (SOUZA FILHO, 2004).

A leguminosa Bauhinia forficata Link subespécie pruinosa (Bauhinia forficata subsp.
Pruinosa (Vogel) Fortunato & Wunderlin) conhecida como pata-de-vaca foi também investigada.
Foi possivel constatar as inUmeras ambiguidades relacionadas a identificacao do vegetal.

Os constituintes quimicos presentes em B. forficata subespécie pruinosa sao extrema-
mente sensiveis e degradam com certa facilidade, o que foi observado no experimento de
estabilidade acelerada. Reforca-se entdo, a necessidade de um controle de qualidade adequa-
do para B. forficata com um numero maior de amostras e um periodo de andlise de longa
duracdo. Na andlise de B. forficata subespécie pruinosa, os tempos de vida UGtil e meia-vida
encontrados demonstraram valores bastante reduzidos, sugerindo assim altissima sensibilida-
de da planta frente as variacdes de temperatura e umidade as quais ela foi exposta. Para que as
andlises de estabilidade fossem realizadas e devidamente validadas, foi escolhida a substancia
guimica majoritaria, como marcador. J& ha descricdes na literatura indicando a canferitrina
como marcador para a espécie (identificado em B. forficata subespécie forficata). Todavia, esse
metabdlito nédo foi identificado na planta estudada neste trabalho. Aprofundando as andlises,
foi verificado que as subespécies forficata e pruinosa apresentam perfil quimico diferenciado.
Dessa forma, ao analisar e comparar essas subespécies, o isolamento da substancia quimica
majoritaria (SQM - um heterosideo de canferol) tornou-se praticamente vital para que os estu-
dos fossem de fato realizados. Assim, foi validado método por CLAE para o controle da qualida-
de desta planta também utilizado na analise da estabilidade acelerada de B. forficata sub.
pruinosa.

A atividade antioxidante, ja bastante vinculada aos flavonoides, foi demonstrada, /n vitro,
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para diferentes extratos de B. forficata e corroborou para que se realizassem outros experimen-
tos: atividade antiedematogénica pelo modelo do edema em pata de ratos e autobiografia para a
atividade anticolinesterasica. O teste do edema demonstrou uma atividade significativa para o
extrato aquoso da planta, enquanto a atividade anticolinestrasica foi negativa (ARIGONY, 2005).

Outro tema relevante desenvolvido foi o estudo de isoflavonoides fitoestrogenos. Esses
compostos apresentam também atividade antioxidante, inibicao da atividade enzimatica, den-
tre outras, proporcionando potenciais beneficios ao controle de muitas doencas crénicas. A
deteccdo da presenca de isoflavonas em espécies de Leguminosas tem muitas implicacdes. As
espécies com altos teores de isoflavonas tornam-se interessantes fontes dessas substancias,
podendo ser utilizadas na industria de suplementos alimentares, ja que uma dieta rica desses
compostos pode auxiliar na prevencao de doencas cronicas. Ainda, o elevado teor de isoflavonas
torna essas plantas propicias para ser empregadas na area farmacéutica, para reducao dos
sintomas pos-menopausa. Extratos de isoflavonas de soja e trevo-vermelho ja sdo
comercializados para esse fim. Ja as espécies de Leguminosas com auséncia ou baixos teores
de isoflavonas sao indicadas para o emprego como plantas forrageiras, sem alterar negativa-
mente a fisiologia e a reproducado dos animais.

Nesse contexto, foi investigada a presenca das isoflavonas daidzeina, genisteina,
formononetina e biochanina A, em 153 espécies de Leguminosas nativas da Regiao Sul do
Brasil. Dessas, 42 espécies apresentaram ao menos uma das isoflavonas investigadas. Essas
espécies sdo novas fontes potenciais de isoflavonas para industrializacdo. Todas as 42 espécies
gue apresentaram ao menos uma das quatro isoflavonas investigadas pertencem a subfamilia
Faboideae (Papilionoideae). As espécies analisadas das subfamilias Caesalpinioideae e
Mimosoideae nao apresentaram isoflavonas. Isso enfatiza a importancia dos isoflavonoides
como caracteres de diagndstico quimico para a subfamilia Faboideae. Nesse estudo foi deter-
minado que as espécies de Leguminosas nativas da Regido Sul do Brasil (a maioria sem estudos
de identificacao de isoflavonas) obedecem a premissa de que os isoflavonoides ocorram ape-
nas em espécies da subfamilia Faboideae (DETTENBORN, 2009).

De todas as espécies nativas investigadas, apenas a espécie 7rifolium riograndense
Burkart continha as quatro isoflavonas. Considerando que essa espécie nativa é do mesmo
género do exdtico trevo-vermelho (7rifolium pratense L.), investigou-se a espécie de trevo
nativa do Rio Grande do Sul, a fim de comparar com a espécie exdtica, que ja é, inclusive,
comercializada como fonte de isoflavonas (DETTENBORN, 2009).

Trifolium riograndense Burk. apresentou elevados teores de isoflavonas. Somando as
guatro isoflavonas quantificadas, a espécie apresentou um total de 18,3mg de isoflavonas por
grama de amostra seca analisada, o que é consideravel, quando comparado com outras plantas
fontes de isoflavonas. Todas as partes da planta apresentaram isoflavonas, no entanto, a parte da
planta com maior concentracao foi a folha, com 7,3mg por grama. Essa espécie vem sendo
estudada ha alguns anos em relacdo ao seu melhoramento genético, com o objetivo de apri-
morar a qualidade e o rendimento na producéo, para posterior utilizacdo dessa planta como
forrageira adaptada e produtiva nas condi¢cdes do Rio Grande do Sul. Os altos niveis de isoflavonas



encontrados em 7. riograndense devem servir de alerta para técnicos e produtores, para tomar
medidas de manejo, evitando o pastoreio continuo de fémeas destinadas a reproducéo, pois
ainda nao se sabe o real impacto que o teor elevado de isoflavonas causa aos animais.

Considerando que os flavonoides em geral apresentam atividade antiinflamatoéria, o ex-
trato das folhas de 7. riograndense foi submetido a dois ensaios. Um desses avaliou a atividade
migratéria de leucécitos tratados com extrato frente a agentes quimiotaxicos, enquanto outro
determinou a atividade antiedematogénica pelo método do edema em pata de rato. Em ambos
0s ensaios, o extrato de 7. riograndense apresentou atividade significativa (DETTENBORN, 2009).

Outro trabalho desenvolvido nesse tema foi o estudo quimico de diferentes acessos de
trevo-vermelho (7rifolium pratense L.) e atividades bioldgicas. 7. pratense (trevo-vermelho) é
uma importante planta forrageira e contém as isoflavonas formononetina e biochanina A, e em
menores concentracdes daidzeina e genisteina. Recentemente, em 2009, essa espécie foi in-
cluida na lista da Relagao Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS (RENISUS) que
contém plantas medicinais com potencial de gerar produtos para serem produzidos e distribu-
idos pelo SUS. No mercado brasileiro, podemos encontrar um medicamento fitoterapico cons-
tituido de extrato de trevo-vermelho, Climadil’, fabricado pela Marjan Ind. e Com. LTDA, e tem
como indicacao o alivio aos sintomas da menopausa. Mas é importante destacar que nao exis-
tem estudos de quantificacao de isoflavonas em trevo-vermelho cultivados no Brasil.

Para quantificar as isoflavonas em folhas e extrato seco de trevo-vermelho foi importan-
te desenvolver um método de preparo da amostra que garantisse completa hidrélise das
isoflavonas, pois essas se encontram no trevo-vermelho majoritariamente em forma de
glicosideos e malonato. O método cromatografico desenvolvido e validado utilizou um tempo
de analise de apenas 12 minutos, enquanto os métodos cromatograficos da literatura costu-
mam apresentar mais de 30 minutos para analisar as mesmas quatro isoflavonas. Com a analise
dos 77 acessos de trevo-vermelho e de uma populacdo cultivada no Brasil, foi possivel, a partir
dos grupos formados, selecionar as plantas de maior interesse para a industria farmacéutica, e
selecionar as plantas para melhoramento genético, com finalidade de se obter uma populacao
com elevados teores de isoflavonas e que se adaptasse bem as nossas condicées de clima e
solo. A diferenca entre os teores das isoflavonas nos diferentes acessos pode ser atribuida a
diferencas genéticas, uma vez que as plantas foram cultivadas nas mesmas condicdes (RAMOS
et al, 2008). Como atividade complementar, incluiram-se testes de atividade anti-inflamatéria
e de inibicao da enzima acetilcolinesterase /n vitro dos extratos. O ensaio /n vitro (Quimiotaxia)
de extrato seco de trevo-vermelho reduziu, em todas as concentracdes testadas, significativa-
mente, a migracdo dos neutrdéfilos através da camara de Boyden. No tratamento /n vivo (inibi-
¢ao do edema em pata de rato) pode-se observar atividade antiedematogénica significativa.
No teste da inibicdao da acetilcolinesterase, o extrato seco de trevo-vermelho nao demonstrou
atividade, mas esta falta de atividade pode ser devida ao teste ter sido desenvolvido /in vitro,
uma vez que outros trabalhos ja demonstraram essa atividade para isoflavonas, em testes /n
vivo (RAMOS, 2010). As estruturas das pricipais isoflavonas isoladas estdao representadas na
Figura 7.
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PESQUISAS NA AREA DE OLEOS ESSENCIAIS

Oleos essenciais sdo compostos volateis de baixo peso molecular e representam im-
portante matéria-prima para as industrias farmacéutica e alimenticia. Essas substancias com-
preendem potentes principios ativos responsaveis por diversas aplicacdes terapéuticas de
plantas medicinais. A composicdo quimica de éleos volateis pode variar amplamente, desde
hidrocarbonetos terpénicos, alcoois simples e terpénicos, aldeidos, cetonas, fendis, ésteres,
éteres, Oxidos, peroxidos, furanos, acidos organicos, lactonas, cumarinas, até compostos com
nitrogénio e enxofre, ocorrendo prevaléncia de uma ou duas delas, caracterizando, assim, o
aroma das plantas. Entretanto, nem todas as esséncias apresentam odor agradavel, represen-
tando uma mistura complexa de compostos organicos volateis, com até centenas de constitu-
intes distintos, obtidos por diferentes técnicas de extracao. Toda essa diversidade funcional, no
entanto, pode ser agrupada em duas séries principais: a série aromatica e a série terpénica.

Os 6leos volateis nao apresentam distribuicdo muito ampla no reino vegetal, sendo
encontrados, em aproximadamente, 50 familias. Dentre elas, Myrtaceae, Lamiaceae, Lauraceae,
Gramineae e Asteraceae sdo bastante conhecidas por suas propriedades aromaticas relaciona-
das a eles, e apresentam diversos representantes no estado do Rio Grande do Sul.

Familia Myrtaceae

A familia Myrtaceae, amplamente distribuida no Rio Grande do Sul, foi objeto de inves-
tigacdes visando estabelecer a composicao quimica dos 6leos volateis e potenciais atividades
biolégicas. As espécies pertencentes a essa familia sao popularmente utilizadas como
antidiarreicas e prestigiadas por seus frutos comestiveis, apresentando predominancia nas
regides tropicais e subtropicais do mundo. Essa familia divide-se em duas subfamilias,
Myrtoideae e Leptospermoideae, que se distinguem pelos frutos carnosos e folhas opostas na
primeira e frutos secos e folhas alternas na segunda. No Brasil, todos os representantes nativos
pertencem a subfamilia Myrtoideae. Essa subfamilia consiste de uma sé tribo, Myrteae, que se
divide em trés subtribos, Eugeniinae, Myrciinae e Myrtinae. Dos 24 géneros de Myrtaceae de
ocorréncia no Brasil (928 espécies) (SOBRAL et al, 2010), dezoito estao representados no Rio
Grande do Sul, sendo oito géneros para a subtribo Eugeniinae, 5 para Myrciinae e 5 também
para Myrtinae, compreendendo um total de 105 espécies, todas elas coletadas e analisadas
(LIMBERGER, 1998; APEL, 2001; LIMBERGER, 2001).

Subtribo Eugeniinae

Para a subtribo Eugeniinae, 48 espécies distribuidas entre oito géneros (Calycorectes,
Eugenia, Hexachlamys, Myrcianthes, Myrciaria, Neomitranthes, Plinia e Siphoneugena) foram
coletadas de diversas localidades do Estado (Tabela 1) e o éleo foi obtido das folhas frescas por
hidrodestilacao e analisado por cromatografia a gas acoplada a espectrometro de massas.
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TABELA 1: Lista de espécies estudadas da subtribo Eugeniinae

Calycorectes australis D. Legrand . speciosa Cambess.

C. psidiiflorus (O.Berg) Sobral . stigmatosa DC.

Eugenia arenosa Mattos . sulcata Spring ex Martius

m m omom

bacopariD. Legrand . umbelliflora O. Berg
beaurepairiana (Kiaersk.) Legrand E. uruguayensis Cambess.
brasiliensis Lam E. xiriricana Mattos

E.
E.
E.
E. burkartiana (D. Legrand) D. Legrand Hexachlamys edulis (O. Berg) Kausel & D. Legrand
E.
E.
E.
E.

catharinensis D. Legrand H. hamiltonii Mattos
cuprea (0. Berg) Nied H. humilis O. Berg
dimorpha O. Berg H. itatiaiensis Mattos
florida DC. Myrciaria cuspidata O. Berg
E. hiemalis Cambess. M. delicatula (DC.) O. Berg
E. johnsonii F. Muell. M. floribunda (H. West ex Willd.) O. Berg
fégﬁzﬁﬁenbachiana Mattos & D. M. plinioides D. Legrand
E. mansoi O. Berg M. tenella (DC.) O. Berg

E. mattosiiD.Legrand Myrcianthes cisplatensis (Cambess.) O. Berg

E. moraviana O. Berg M.gigantea (D. Legrand) D. Legrand

E. multicostata D. Legrand M. pungens (0. Berg) D. Legrand

E. pitanga (O. Berg) Kiaersk. Neomitranthes cordifolia (D. Legrand) D. Legr.

E. platysema O. Berg Plinia cauliflora (DC.) Kausel

E. pluriflora DC. P. cordifolia (D. Legrand) Sobral
E. pyriformis Cambess. P edulis (Vell.) Sobral

E. ramboiD. Legrand P, trunciflora (O. Berg) Kausel

E. repanda O. Berg Siphoneugena reitzii D. Legrand

A maioria dos 6leos analisada apresentou sesquiterpenos. Das 48 espécies analisadas,
apenas Fugenia dimorpha, E. speciosa, E. pluriflora, E. umbelliflora, Myrcianthes cisplatensis e
Siphoneugena reitzii apresentaram o 6leo constituido principalmente por monoterpenos (APEL
et al, 2001a, 2006a). Dentre os monoterpenos encontrados, a-pineno e B-pineno, limoneno e
1,8-cineol foram os compostos detectados em quantidade relevante nas espécies citadas. O
6leo de Eugenia stigmatosa e Myrciaria floribunda apresentou uma composicdo particular.
Para a primeira espécie, o composto majoritario do 6leo foi o acido fisitérico, um composto
alifatico olefinico, e, para a segunda, a xantoxilina, um composto aromatico (APEL et a/, 2004a).



Das espécies analisadas, 40 apresentaram o 6leo composto predominantemente por
sesquiterpenos. Entre os ndo oxigenados, germacreno, biciclogermacreno, aromadendreno, B
-cariofileno, B-elemeno e B-selineno foram os de maior percentagem. Dos oxigenados,
espatulenol, globulol, epiglobulol, a-cadinol e 8-cadinol foram os principais constituintes
(APEL et al, 2001b, 2002a, 2002b, 2002c, 2004b, 2004c, 2004d, 2005a, 2005b, 2006b, 2006c).

Os compostos volateis presentes nas frutas de guabiju (Myrcianthes pungens), guabiroba
(Campomanesia xanthocarpa), cereja-do-rio-grande (Eugenia involucrataDC.), pitanga (Eugenia
uniflora L.) e aracé (Psidium cattleyanum var. coriaceum (Mart. ex O. Berg) Kiaersk.), cultivadas
no sul do Brasil, também foram estudados. Para estas espécies limoneno, B-cariofileno,
germacreno D, biciclogermacreno, acido hexadecanéico, neo-intermedeol e B-selineno estao
entre os compostos majoritarios do éleo (MARIN et al., 2008).

Os ¢6leos volateis foram testados frente as bactérias Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis e Micrococcus luteus e os fungos Candlida albicans e
Saccharomyces cerevisiae. Foram ensaiadas aquelas espécies que apresentaram quantidade
relevante de 6leo, dentre elas: Fugenia bacopari, E. dimorpha, E. hyemalis, E. pluriflora, E. speciosa,
E. uruguayensis, Hexachlamys edulis, H. hamiltonii, Myrciaria cuspidata, M.delicatula, M.
floribunda e Siphoneugena reitzii., Quase todas as amostras apresentaram acao em diferentes
graus de poténcia, exceto M. floribunda, cujo 6leo foi inativo contra os microrganismos testa-
dos. Eugenia uruguayensis, E. pluriflora e Siphoneugena reitzii foram as espécies que demons-
traram melhor atividade, principalmente frente a Saccharomyces cerevisiae, verificando-se,
inclusive, halos de inibicdo superiores ao da nistatina. Visando caracterizar a contribuicdo dos
diferentes monoterpenos para acao antifingica verificada, foram realizados ensaios com os
produtos isolados, sendo identificado R-a-pineno, S-B-pineno, a-terpineol e linalol como os
rincipais componentes ativos (LIMBERGER et a/, 1999).

A atividade antiinflamatéria foi também testada pelos modelos de inducao de edema
em pata de rato, de pleurisia e acdo antiquimiotaxica utilizando o modelo da camara de Boyden.
Nos dois primeiros, foi utilizada a carragenina como agente flogistico e para o ultimo LPS
(lipopolissacarideo de Escherichia coli) foi o agente quimiotaxico. Foram testadas as seguintes
espécies: Hexachlamys hamiltonii, Neomitranthes cordifolia, Myrciaria cuspidata e
Siphoneugena reitzii. No ensaio de inducdo de edema em pata de rato, foi observada atividade
somente para S. reitzii (APEL et al, 2002d). No ensaio de pleurisia, foi verificado que o 6leo de S.
reitzii reduziu significativamente a migracdo de neutrofilos e, quando testado no ensaio
antiquimiotaxico /n vitro, observou-se que também foi capaz de inibir a migracdo de neutrdfilos.

Subtribo Myrtinae

O dleo volatil de nove espécies vegetais pertencentes a essa subtribo foram estudadas:
Acca sellowiana (O. Berq) Burret, Blepharocalyx salicifolius (Kunth) O. Berg (LIMBERGER et a/,
2001a), Campomanesia aurea O. Berg, Campomanesia guazumifolia (Cambess.) O. Berg,
Campomanesia rhombea Q. Berg, Campomanesia xanthocarpa 0. Berg (LIMBERGER et a/, 2001b),
Myrrhinium atropurpureum Schott (LIMBERGER et a/, 2001c), Psidium cattleyanum var.
coriaceum (Mart. ex O. Berg) Kiaersk. e Psidium guajava L. (LIMBERGER et al., 2001d). A fracao
monoterpénica foi especialmente caracterizada por B-pineno, B-mirceno e linalool. Dentre os
sesquiterpenos hidrocarbonados, B-cariofileno, a-selineno, B-selineno, aromadendreno,
desidroaromadendrano e biciclogermacreno foram os compostos predominantes; e para os
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sesquitepenos oxigenados £nerolidol, espatulenol, globulol, ep/globulol e a-cadinol foram
as principais substancias. A atividade antimicrobiana foi avaliada frente as bactérias Gram-
positivas: Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Micrococcus luteus, Gram-ne-
gativa: Escherichia coli; e fungos: Candida albicans, Saccharomyces cerevisiae pelo método de
difusao em 4gar. Os resultados demonstraram atividade antimicrobiana para todos os 6leos
volateis ensaiados, em diferentes graus de poténcia, sendo que Marlierea eugeniopsoides de-
monstrou a maior atividade frente a todos os microrganismos testados e Myrceugenia cucullata
mostrou excelente atividade frente a S. cerevisiae.

Subtribo Myrciinae

Trinta e trés espécies da subtribo Myrciinae (familia Myrtaceae) foram investigadas (Ta-
bela 2) e foram realizados estudos de biotransformacao de geraniol, (+)-a-pineno e (-)-a-pineno
e (-)-bisabolol como substratos exégenos em suspensdes celulares de Bjpolaris sorokiniana,
Saccharomyces cerevisiae, Rauvolfia sellowii e Psychotria brachyceras. As espécies analisadas
estdo distribuidas nos seguintes géneros: Calyptranthes (LIMBERGER et a/, 2002a); Gomidesia
(LIMBERGER et al, 2003a); Marfierea (LIMBERGER et a/, 2004a); Myrceugenia (LIMBERGER et al,
2002b; 2002c¢, 2005); e Myrcia (LIMBERGER et a/, 2004b).

TABELA 2: Lista de espécies estudadas da subtribo Myrciinae

Calyptranthes concinna DC. M. glaucescens (Cambess.) D. Legrand & Kausel
C. lucida Mart. ex DC. M. mesomischa (Burret) D. Legrand & Kausel
C. rubella (0. Berg) D. Legrand M. miersiana (Gardner) D. Legrand & Kausel
Gomidesia anacardiaefolia (Gardner) O. Berg M. myrcioides (Cambess.) O. Berg

G. palustris (DC.) Legr. M. myrtoides O. Berg

G. sellowiana O. Berg M. oxysepala (Burret) D. Legrand & Kausel
G. schaueriana O. Berg M. pilotantha (Kiaersk.) Landrum

G. spectabilis (DC.) O. Berg Myrcia arborescens O. Berg

G. tijucensis (Kiaersk.) D. Legrand M. hatschbachiiD. Legrand
ﬁirsll:’lgeg.el’_té%er':r:odpso/des (D. Legrand & M. lajeana D. Legrand

M. obscura O. Berg M. obtecta (O. Berg) Kiaersk.

M. silvatica (Gardner) Kiaersk. M. oligantha O. Berg

M. tomentosa Cambess. M. pubipetala Migq.

}/(l/;{lrscslugen/’a campestris (DC.) D. Legrand & M. richardiana (0. Berg) Kiaersk.

M. cucullata D. Legrand M. rostrata DC.

M. euosma (O. Berg) D. Legrand M. selloi (Spreng.) N. Silveira

M. foveolata (O. Berg) Sobral




Acumulo de 6leos volateis foi verificado em todas as espécies, com teores variando de
0,1 a 0,7%. De forma geral, os éleos apresentaram constituicao quimica complexa com predo-
minancia de sesquiterpenoides ciclicos de nucleo germacrano, cadinano e cariofilano, sendo
biciclogermacreno, espatulenol, globulol, germacreno D, 3-cadineno, a-cadinol, B-cariofileno
e 6xido de cariofileno, os principais constituintes caracterizados. Os 6éleos de Marlierea
eugeniopsoides, Myrceugenia alpigena e M. mesomischa distinguiram-se dos demais por apre-
sentar predominancia de monoterpenos (pinenos, p-cimeno e terpinoleno), enquanto nos dle-
os de Myrceugenia cucullata e M. euosma foi detectado alto contelido de (£)-nerolidol (92,6 e
46,7%, respectivamente). Nos estudos de transformacdes enzimaticas (LIMBERGER et a/, 2003b),
todos os sistemas testados apresentaram potencial biocatalitico na conversao do geraniol,
sendo observadas reacdes de isomerizacao da dupla ligacao, com formacao de nerol, reducao
de dupla ligacao alilica a hidroxila, fornecendo citronelol e processos de oxidacdo com forma-
cao de citral (geranial + neral) e metil-heptenona. Na bioconversao do a-pineno (LIMBERGER et
al,, 2007), foi observada a formacao de trans-verbenol, com posterior oxidacao alilica, resultan-
do em verbenona, sendo os melhores resultados alcancados com (-)-a-pineno e R brachyceras
(80,9% de (-)-verbenona em 10 dias), e com (+)-a-pineno e B. sorokiniana (31,7% de (+)-
verbenona em 5 dias). S. cerevisiae e R brachyceras demonstraram seletividade ao enantiémero
(-) do a-pineno, e o fungo B. sorokiniana, ao isdbmero (+). Nenhum dos sistemas testados promo-
veu alteracao de centro estereogénico. Na biotransformacao do a-bisabolol, o melhor sistema
caracterizado foi B. sorokiniana, sendo o 6xido de bisabolol B o principal produto obtido (84,2%
em 7 dias de incubacdo). R. sellowiiapresentou lenta metabolizacdo do substrato, com deteccao
de produtos de oxidacao ap6s 15 dias de incubacdo, enquanto S. cerevisiae e P brachycerasnao
apresentaram capacidade biocatalitica frente ao (-)-a-bisabolol.

No conjunto das espécies das subtribos avaliadas, foi verificada a predominancia de
sesquiterpenos, seguida por onoterpenos, conforme apresentado na Figura 8.

FIGURA 8: Proporcao de monoterpenos e sesquiterpenos para a subfamilia
Myrtoideae. Cinza: monoterpenos; branco: sesquiterpenos
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Familia Asteraceae

O género Eupatorium, amplamente distribuido no Rio Grande do Sul, foi investigado
visando ao estabelecimento da composicao quimica de 6leos volateis obtidos por
hidrodestilacdo das folhas e inflorescéncias frescas, bem como pela técnica de Aeadspace.
Trinta e trés espécies foram coletadas em diversas localidades desse estado. Duas espécies de
outro género estreitamente relacionado, Symphyopappus, foram também analisadas (Tabela
3) (SOUZA, 2007; SOUZA et al, 2007).

TABELA 3: Lista de espécies estudadas dos géneros Eupatorium e Symphyopappus

Eupatorium ascendens Sch.Bip. ex Baker E. macrocephalum Less.

E. betoniciiforme (DC.) Baker
E. buniifolium Hook. ex Arn.
E. bupleurifolium DC.

E. clematideum Griseb.

E. congestum Hook. & Arn.
E. consanguineum DC.

E. ericoides DC.

E. gaudichaudianum DC.

E. grande Sch.Bip. ex Baker
E. hecatanthum (DC.) Baker
E. intermedium DC.

E. inulifolium Kunth

E. ivifolium L.

E. laete-virens Hook. & Arn.
E. laevigatum Lam.

E. lanigerum Hook. & Arn.

E. ligulaefolium Hook. & Arn.

E. nummularium Hook. & Arn.

E. oblongifolium (Spreng.) Baker

E. pedunculosum Hook. & Arn.

E. picturatum Malme

E. polystachyum DC.

E. purpurascens Sch.Bip. ex Baker

E. rufescens PW. Lund ex DC.

E. serratum Spreng.

E. serrulatum DC,

E. spathulatum Hook. & Arn.

E. subhastatum Hook. & Arn.

E. tanacetifolium Gillies ex Hook. & Arn.
E. tremulum Hook. & Arn.

E. tweedieanum Hook. & Arn.
Symphyopappus casarettoi B.L. Rob.

S. reticulatus Baker

Os 6leos volateis das espécies analisadas apresentaram um padrao qualitativo recor-
rente, com compostos aciclicos ou de nucleo pinano e p-mentano entre os monoterpenos
majoritarios e de compostos de nucleo cariofilano, germacrano, aromadendrano e cadinano
entre os sesquiterpenos. Além desses, foram observados esporadicamente sesquiterpenos de
nucleo bisabolano, santalano, elemano e compostos alifaticos entre os principais constituintes



dos éleos. As variacdes quantitativas observadas entre os dleos foram relevantes, com muitas
diferencas tanto na proporcdo entre monoterpenos e sesquiterpenos, como entre
sesquiterpenos hidrocarbonados e oxigenados. A fracao volatil analisada por Aeadspace foi
composta principalmente por monoterpenos, sendo majoritarios os mesmos componentes
observados na fragcdo monoterpénica dos 6leos obtidos por hidrodestilacdo. Adicionalmente,
foram avaliadas as atividades antioxidante e anticolinesterasica dos 6leos obtidos. A acédo
antioxidante foi determinada por bioautografia frente ao radical 1,1-difenil-2-picrilidrazila
(DPPH). A grande maioria dos 6leos avaliados apresentou resultado positivo, sendo este bem
pronunciado para o éleo de £ /aevigatum, do qual foi isolado o sesquiterpeno furanico levigatina,
também apresentando marcada atividade. A acdo anticolinesterasica dos 6éleos volateis foi
avaliada por bioautografia frente a enzima acetilcolinesterase. Muitos 6éleos volateis exerce-
ram atividade inibitéria, especialmente aqueles contendo grande percentual de monoterpenos
(SOUZA, 2007).

O género Baccharis pertence a subtribo Baccharidinae, tribo Astereae. Foram
investigadas oito espécies de Baccharis pertencentes a secao Caulopterae: B. articulata (Lam.)
Pers., B. crispa Spreng., B. microcephala Baker, B. cf milleflora DC., B. myriocephala DC., B.
stenocephala Baker, B. trimera (Less.) DC. e B. usterii Heering (SIMOES-PIRES, 2004). A maioria
das espécies apresentou predominancia de sesquiterpenos, com excecao das duas espécies
bialadas estudadas, B. articulata e B. stenocephala, as quais apresentaram quantidades apreci-
aveis do monoterpeno B-pineno, e da espécie farmacopeica, B. trimera, com a predominancia
de acetato de carquejila. Devido a dificuldade na diferenciacao das espécies B. trimera e B.
crispa por meio de caracteres morfo-anatomicos, estas tiveram a composicdo quimica de seu
6leo volatil acompanhada ao longo de diferentes épocas e locais de coleta. Os extratos hexano
dessas espécies foram também analisados por CG e CG/EM a fim de detectar a presenca de
acetato de carquejila em amostras coletadas no Brasil e na Argentina. Os resultados sugerem a
presenca de acetato de carquejila como um marcador da espécie B. trimera (SIMOES-PIRES et
al,, 2005). Os 6leos volateis de B. articulata, B. crispa, B. microcephala, B. myriocephala, B. trimera
e B. usteriiforam investigados quanto a atividade antimicrobiana pelo método da bioautografia
e todas elas apresentaram alguma atividade. Os 6leos volateis de B. articulata, B. crispa e B.
trimeraapresentaram fraca atividade antinflamatoria /n vitro pelo método da camara de Boyden
modificada (SIMOES-PIRES, 2004).

Espécies do género Mikania sao popularmente conhecidas pelo nome de guaco e sao
largamente utilizadas em afec¢des das vias respiratorias. Cinco espécies desse género foram
estudadas quanto a constituicdo quimica do éleo volatil e atividade antimicrobiana: M. burchellii
Baker, M. glomerata Spreng., M. hirsutissima DC., M. micrantha Kunth e M. paranensis Dusén. Os
resultados demonstraram a predominancia de sesquiterpenos para todas as espécies analisa-
das. Para a fracdo monoterpénica, a-pineno, B-pineno, mirceno e linalol foram os principais
constituintes. A fracdo de sesquiterpenos hidrocarbonetos foi caracterizada por (-cariofileno e
germacreno D, enquanto os principais sesquiterpenos oxigenados foram 6xido de cariofileno e
espatulenol (LIMBERGER et a/, 1998; 2001e).

Outra espécie estudada pertencente a essa familia foi Heterothalamus psiadioides Less.,
um arbusto conhecido popularmente no sul do Brasil como alecrim-do-campo. Essa espécie
ocorre ainda na Argentina e no Uruguai, sendo empregada na medicina tradicional contra ve-
neno de cobra. A andlise do 6leo volatil destacou a presenca de germacreno D e
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biciclogermacreno. Entre os monoterpenos, B-pineno foi o mais abundante, seguido de &-3-
careno (SUYENAGA et al, 2004).

Outras familias

Duas espécies do género Hesperozygis (Lamiaceae), nativas da Mata Atlantica da re-
gidao Sul do Brasil, foram estudadas. Hesperozygis ringens (Benth.) Epling é uma erva nativa
em campos rupestres da regidao Sudeste do Rio Grande do Sul; embora ela ocorra pouco na
regido, é a espécie dominante nos locais onde ocorre, indicando algum efeito alelopatico
sobre as demais espécies. A planta é utilizada por suas propriedades antiparasitarias e é
conhecida pelo nome popular de “espanta pulga”. Hesperozygis rhododon Epling é um ar-
busto que cresce em campos rupestres no topo das montanhas ao longo da Serra do Mar nos
estados do Parand e Sao Paulo, sem dominancia observada no local de coleta, embora a
espécie seja muito frequente. A analise do 6leo volatil de ambas as espécies por combinacéo
de técnicas analiticas revelou pulegona como componente majoritario da primeira espécie
e esse composto junto com mentona caracterizam o 6leo da segunda. Em teste realizado
com o objetivo de comprovar sua acao alelopdtica, esse demonstrou resultado positivo para
o Oleo de H. ringens (Von POSER et al, 1996). Além desse, outros ensaios foram realizados
para determinar a toxicidade do 6leo essencial de H. ringens em espécies de fémeas prenhas
e larvas de carrapato dos bovinos Riphicephalus (Boophilus) microp/us, utilizando os méto-
dos de imersao de adultos (AIT) e de imersao larval (LIT). Foi encontrada atividade carrapaticida
significativa e, apds o teste com a pulegona, principal componente isolado do dleo, esta
substancia apresentou efeito semelhante sobre as fémeas e as larvas, indicando que ele é
responsavel pela atividade (RIBEIRO et a/, 2009).

Cunila, outro género da familia Lamiaceae, foi objeto de estudo (APEL et a/, 2009) e a
andlise da composicdo quimica do 6leo volatil de cinco espécies nativas do sul do Brasil
caracterizou o 6leo de Cunila angustifoliaBenth. pela presenca majoritaria de sabineno; Cunila
incana Benth. rica em a-pineno e B-pineno, Cunila spicata Benth. e Cunila microcephala
Benth. apresentaram mentofurano como componente principal e, no 6leo de Cunila incisa
Benth., o principal componente foi 1,8-cineol. Ensaios foram realizados para determinar o
efeito dos déleos essenciais dessas espécies sobre larvas de carrapato bovino Riphicephalus
(Boophilus) microplus. C. angustifolia, C. incana e C. spicata foram as amostras mais ativas
matando quase a totalidade das larvas.

Da familia Poacae, a espécie Cymbopogon citratus (DC.) Stapf, conhecida como ca-
pim-limdo, apresenta 6leo volatil amplamente utilizado em perfumes e cosméticos, além
de ser material de partida em sintese, devido ao seu alto contetddo de citral, uma mistura
natural de dois aldeidos isoméricos, neral e geranial. As atividades antibacterianas e
antifungicas do 6leo volatil e de seus componentes foram acessadas, sendo atribuido o efeito
fortemente positivo, sobretudo ao componente principal, o citral. Sendo assim, foi desenvol-
vido um trabalho direcionado para a incorporacao do d6leo volatil de C citratus em prepara-
¢des farmacéuticas semissélidas (BASSANI et al, 1997), considerando seu potencial
antifungico contra Candida spp. Trabalhos subsequentes permitiram gerar processo de pa-

tente (RAUBER et a/, 2002).
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CONCLUSAO

O panorama apresentado mostra que o Laboratério de Farmacognosia da Faculdade de
Farmacia da UFRGS tem contribuido de forma significativa para o avanco no conhecimento da
constituicdo quimica e das propriedades biolégicas da flora nativa, especialmente do sul do
Brasil. Foram estudadas centenas de espécies, agrupadas em mais de dez familias, principal-
mente Rubiaceae (énfase no género Psychotria), Apocynaceae, Leguminosae, Amarylidaceae
(énfase no género Hippeastrum), Guttifereae (énfase no género Hypericum) e Myrtaceae. Den-
tre os metabdlitos secundarios estudados destacam-se alcaloides indolmonoterpénicos e
tetraidroisoquinolinicos, iridoides, isoflavonas, floroglucindis e terpenos volateis. Entre as ativi-
dades bioldgicas estudadas, o maior volume e profundidade dos conhecimentos gerados con-
centram-se no Sistema Nervoso Central, com destaque para obtencao de moléculas com po-
tencial para o desenvolvimento de novos antidepressivos, analgésicos e farmacos para doen-
¢as neurodegenerativas, como Alzheimer. Também é digno de nota o estudo de extratos e
moléculas com acdo antiparasitaria (7rychomonas vaginallis), antitumoral, antiinflamatéria,
antioxidante, inseticida e antimicrobiana. Para além da pesquisa basica, os estudos realizados
também estdo inseridos na visdo de desenvolvimento da industria farmacéutica nacional e
protecdo da biodiversidade brasileira, gerando pedidos de patente. Por fim, salientamos que a
grande maioria dos trabalhos arrolados foi desenvolvida no ambito de teses (19) e dissertacdes
(46), muitas delas em cooperacdo com outros laboratérios da UFRGS e outras instituicdes de
ensino e pesquisa nacionais e internacionais, o que esta de acordo com o carater multidisciplinar
da Farmacognosia, por definicdo, e demonstra a capacidade de o laboratério formar recursos
humanos altamente qualificados para trabalhar na pesquisa da flora nativa, com vistas ao de-
senvolvimento de novos farmacos.

REFERENCIAS

ANDRADE, J. P. Andlise quimica e bioldgica em alcaloides do género Hippeastrum (Amaryllidaceae).
Dissertacao (mestrado). UFRGS. Faculdade de Farmacia. Programa de Pés-Graduagao em Ciéncias Farmacéuti-
cas. Porto Alegre, 2007. 102p.

APEL, M. A. Oleos volateis de Eugeniinae (Myrtaceae): composicao quimica e atividades antimicrobiana e
antiinflamatéria. Tese (doutorado). UFRGS. Faculdade de Farmacia. Programa de Pés-Graduagao em Ciéncias
Farmacéuticas. Porto Alegre, 2001, 256p.

APEL, M. A,; LIMBERGER, R. P; MENUT, C.; SOBRAL, M. E. G.; HENRIQUES, A.T. Chemical composition of the
essential oil of Siphoneugena reitziiD. Legr. J. Essent. Oil Res,, 13: 429-430, 2001a.

APEL, M. A,; LIMBERGER, R. P; MENUT, C,; SOBRAL, M. E. G.; MORENO, P. R. H.; HENRIQUES, A. T. Chemical
composition of the essential oil of Neomitranthes cordifolia(D.Legr.) D.Legr. J. Essent. Oil Res., 13(9): 250-251,
2001b.

APEL, M. A,; SOBRAL, M. E. G.; HENRIQUES, A. T.; MENUT, C,; BESSIERE, J. M. Chemical composition of the
essential oil from Southern Brazilian Eugenia species. Part IV. Section Racemulosae. J. £ssent. Oil Res., 14(4):
290-292, 2002a.

APEL, M. A;; NTALANI, H.; VERIN, P; LIMBERGER, R. P; MENUT, C.; SOBRAL, M. E. G.; HENRIQUES, A.T. Chemical



composition of the essential oil from southern Brazilian £ugeniaspecies. Part . J. Essent. Oil Res., 14(4): 259-
262, 2002b.

APEL, M. A,; NTALANI, H.; LIMBERGER, R.P; MENUT, C,; SOBRAL, M. E. G.; HENRIQUES, A.T. Chemical composition
of the essential oil from Southern Brazilian Eugeniaspecies. Part Il. J. Essent. Oil Res., 14(3): 163-166, 2002c.
APEL, M. A,; ALEIXO, A.; SUYENAGA, E.S.; CHAVES, C. G.; ZUANAZZI, J. A.S.; LIMBERGER, R. P, BAPTISTELLA, L. H.
B.; HENRIQUES, A.T. Antitinflammatory activity of Siphoneugena reitzii(Myrtaceae) and some isolated volatile
compounds on chemotaxis of polymorphonuclear leucocytes. Rev. Fitoter, 2:303-303,2002d.

APEL, M. A.; SOBRAL, M. E. G.; MENUT, C.; SCHAPOVAL, E.E. S.; HENRIQUES, A.T. Chemical composition of the
essential oils of fugenia hyemalisand Eugenia stigmatosa. J. Essent. Oil Res., 16(5): 437-439,2004a.

APEL, M. A,; SOBRAL, M. E. G.; MENUT, C; BESSIERE, J. M.; SCHAPOVAL, E. E. S.; HENRIQUES, A.T. Essential Qils
from Eugeniaspecies. Part VI sections Phyllocalyx and Stenocalyx. J. £ssent. Oil Res., 16(2): 135-138, 2004b.
APEL, M. A,; SOBRAL, M. E. G.; MENUT, C,; BESSIERE, J. M.; SCHAPOVAL, E. E. S.; HENRIQUES, A.T. Chemical
composition of the essential oils of Eugenia beaurepaireanaand Eugenia pyriformis. PartV. Section Dicotomae.
J. Essent. Oil Res., 16(3): 191-192, 2004c.

APEL, M. A.; SOBRAL, M. E. G.; MENUT, C.; BESSIERE, J. M.; SCHAPOVAL, E. E. S.; HENRIQUES, A.T. Essential oil
composition of £Fugenia floridaand Eugenia mansoi. J. Essent. Oil Res., 16(4): 258-259, 2004d.

APEL, M. A,; SOBRAL, M. E. G.; MENUT, C,; SCHAPOVAL, E. E. S.; ZUANAZZI, J. A.; HENRIQUES, A. T. Volatile
constituents of four Hexachlamys species growing in South Brazil. Flav. Fragr. /,20(2): 176-179,2005a.
APEL, M. A,; SOBRAL, M. E. G.; SHAPOVAL, E. E. S.; MENUT, C,; HENRIQUES, A.T. Essential oil composition of
Eugenia mattosii(Myrtaceae). J. Essen. Oil Res., 17(3): 284-285, 2005b.

APEL, M. A,; SOBRAL, M.; HENRIQUES, A.T. Composicao quimica do éleo volatil de Myrcianthesnativas daregido
sul do Brasil. Rev. Bras. Farmacog., 16: 402-407, 2006a.

APEL, M. A,; SOBRAL, M.E.G.; ZUANAZZI, J. A.S.; HENRIQUES, A.T. Essential oil composition of four Pliniaspecies
(Myrtaceae). Flav. Fragr. J, 21(3): 565-567, 2006b.

APEL, M. A,; SOBRAL, M. E. G.; ZUANAZZI, J. A. S.; HENRIQUES, A.T. Essential oil composition of Calycorethes
australisand C psidiiflorus. Flav. Fragr. J, 21(4): 656-658, 2006c.

APEL, M. A,;RIBEIRQ, V. L. S.; BORDIGNON, S. A. L,; HENRIQUES, A.T.,; von POSER, G. L. Chemical composition and
toxicity of the essential oils from Cunila species (Lamiaceae) on the cattle tick Rhjpicephalus (Boophilus)
microplus. Parasitol. Res., 105: 863-868, 2009.

ARIGONY, A. L. Determinagao quimica e biolégica de Bauhinia forficata Link Subespécie pruinosa
(Pata-de-vaca - Leguminosae). Dissertacao (mestrado). UFRGS. Faculdade de Farmacia. Programa de Pos-
Graduacao em Ciéncias Farmacéuticas. Porto Alegre, 2005. 160p.

BASSANI, V. L.; SCHUCK, V. A.; HENRIQUES, A.T,; GUTERRES, S. S.; SCHAPOVAL, E. E. S. Incorporation of the
antifungal volatile oil of Cymbopogom citratusin semi-solid pharmaceutic preparations. In: [l World Congress
on Medicinal and Aromatic Plants for Humann Welfare, 1997, MENDOZA, 1997. p. 424.

BATISTA, C. V. F. Alcaloides inddlicos de folhas e culturas /in vitro de Rauvolfia selowii Muell. Arg.
(Apocynaceae). Dissertacao (mestrado). UFRGS. Faculdade de Farmdcia. Programa de Pés-Graduacao em
Ciéncias Farmacéuticas. Porto Alegre, 1994. 150p.

BATISTA, C.V.F,; SCHRIPSEMA, J.; VERPOORTE, R.; RECH, S.; HENRIQUES, A.T. Indole alkaloids from Rauwolfia
sellowi. Phytochemistry, 41(3): 969-973, 1996.

BERNARDI, A. P; FERRAZ, A. B. F; ALBRING, D.; BORDIGNON, S.; SCHRIPSEMA, J.; BRIDI, R.; DUTRA FILHO, C. S,;
HENRIQUES, A.T,;VON POSER, G. L. Benzophenones from Hypericum carinatum. J. Nat. Prod, 68:784-786,2005.

1

FARMACOGNOSIA

o



| FARMACOGNOSIA

—
o
@)

BERNARDI, A. P; LOPEZ-ALARCON, C.; ASPEC, A.; RECH, S.; VON POSER, G. L.; BRIDI, R; LISSI, E. Antioxidant
activity of flavonoids isolated from Hypericum ternum. J. Chil. Chem. Soc, 52:1326-1329, 2007a.

BERNARDI, A. P, MAURMANN, N.; RECH, S. B.; VON POSER, G. L. Benzopyrans in Hypericum polyanthemum
Klotzsch ex Reicherdt cultured /n vitro. Acta Physiol. Plant, 29:p. 165-170, 2007b.

BERNARDI, A. P; LOPEZ-ALARCON, C.; ASPEC, A.; RECH, S. B.; VON POSER, G. L.; BRIDI, R.; DUTRA FILHO, C. S.;
LISSI, E. Antioxidant activity in Southern Brazil Hypericum species. J. Chil. Chem. Soc, 54:1565-1569, 2008a.

BERNARDI, A. P; NUNES, J. M.; MARCHIORO, M. K.; ROSA, L. M. G.; VON POSER, G. L.; RECH, S. B. Phenolic
compounds profiles during ex vitro acclimatization of micropropagated Hypericum polyanthemum. Plant
Physiol. Biochem., 46: 694-700, 2008b.

BOEIRA, J. M.; FENNER, R.; BETTI, A. H.; PROVENSI, G.; LACERDA, A.; BARBOSA, P.R.; GONZALEZ, F. H.; CORREA,
A. M.; DRIEMEIER, D.; DALLALBA, M. P; PEDROSO, A. P; Gosmann, G.; da Silva, J.; Rates, S. M. Toxicity and
genotoxicity evaluation of Passiflora alataCurtis (Passifloraceae). /. Ethnopharmacol., 128(2): 526-32,2010.

BORSOI, M. Avaliacao dos efeitos de extrato lipofilico de Hypericum polyanthemum em modelo
animal da doenca de Parkinson induzido por 6-hidroxidopamina. Dissertacao (mestrado). UFRGS. Fa-
culdade de Farmacia. Programa de Pés-Graduacgao em Ciéncias Farmacéuticas. Porto Alegre.2010.47p.
BOTH, F; KERBER, V. A.; HENRIQUES, AT.; ELISABETSKY, E. Analgesic properties of umbellatine from Psychotria
umbellata. Pharm. Biol., 40: 336-341, 2002.

BOTH, F; MENEGHINI, L,; KERBER, V. A.; HENRIQUES, A T.; ELISABETSKY, E. Psychopharmacological profile of the
alkaloid psychollatine as a 5SHT2A/C serotonin modulator. /. Nat. Prod., 68:374-380, 2005.

BOTH, F; MENEGHINI, L.; KERBER, V. A,; HENRIQUES, A T,; ELISABETSKY, E. Role of glutamate and dopamine
receptors in the psychopharmacological profile of the indole alkaloid psychollatine. /. Nat. Prod,
69(4): 342-345, 2006.

BRIDI, R. Investigacao da atividade neuroprotetora do extrato padronizado de Gingko biloba (EGb
761) emratos. Dissertacdo (mestrado). UFRGS. Faculdade de Farmacia. Programa de Pés-Graduagao em Cién-
cias Farmacéuticas. Porto Alegre, 1999. 130p.

CARGNIN, S.T.; NUNES, J. M.; HAAS, J. S.; BALADAO, L. F;; CASSEL, E.; VARGAS, R.F; RECH, S.B.; von POSER, G. L.
Supercritical fluid extraction and high performance liquid chromatographic determination of benzopyrans and
phloroglucinol derivative in Hypericum polyanthemum. J. Chromatogr. B, 878:83-87,2010.

CASADO, M. M. C. W,; SILVA, O. E.; HENRIQUES, A.T.; MARIZ, G. E.; WANDSCHEER, D. E.; SILVA, N. H. Acdo de
alcaloides inddlicos sobre o sistema nervoso. Rev. Inst. Antibiot., 22(1/2):11-17, 1984/1985.
CASTILHOS, T.S.; GIORDANI, R. B.; HENRIQUES, A. T, MENEZES, F.S.; ZUANAZZI, J. A.S. Avaliacdo das atividades
antiinflamatéria, antioxidante e antimicrobiana do alcaloide montanina. Ver. Bras. Farmacog., 17:209-214,
2007.

CASTILHOS, T. S. Investigacao Quimica dos Alcaloides em Habranthus erectus Ravenna e Rodophiala
bifida (Herb.) Traub (Amaryllidaceae) e avaliacao biolégica /n vitro do alcaloide montanina. Disser-
tacao (mestrado). UFRGS. Faculdade de Farmdcia. Programa de Pés-Graduagao em Ciéncias Farmacéuticas.
Porto Alegre, 2004. 158p.

CHAVES, C.G.; SCHAPOVAL, E.E.S.,; ZUANAZZI, J. A.; DIEHL, E.E. SIQUEIRA, N. C.S.; HENRIQUES, A.T. Erythroxylum
argentinum:Assays for anti-inflammatory activity. /. Ethnopharmacol., 22:117-120, 1988.

DALLAGNOL, R.; FERRAZ, A. B. F.; BERNARDI, A. P; ALBRING, D.; NOR, C.; von POSER, G. L.; SCHAPOVAL, E.E. S.
Bioassy-guided isolation of antimicrobial benzopyrans and phloroglucinol derivatives from Hypericumspecies.
Phytother. Res., 19: 291-293, 2005.



DAUDT, R; von POSER, G. L.; NEVES, G.; RATES, S. M. K. Screening for the antidepressant activity of some species
of Hypericumfrom South brazil. Phytoter. Res., 14: 344-346, 2000.

DELORENZI, J. C,; ATTIAS, M.; GATTASS, C.; ANDRADE, M.; REZENDE, C,; PINTO, A. C,; HENRIQUES, A T.; BOU-
HABIB, D.C.; SARAIVA, E. M. B. Antileishmanial activity of an indole alkaloid from Peschiera australis. Antimicrob.
Agents Chemother., 45(5): 1349-1354, 2001.

DIEHL, E. E. Zanthoxylum chiloperone: Analise quimica e determinacdo de efeitos bioldgicos. Dissertacdao
(mestrado). UFRGS. Faculdade de Farmacia. Programa de Pés-Graduacao em Ciéncias Farmacéuticas. Porto
Alegre, 1992. 146p.

DIEHL, E.E.; von POSER, G. L.; HENRIQUES, A.T. Constituents of Zanthoxylum rugosum St.-Hil &Tul. Biochem.
Syst. Ecol,, 28:275-277, 2000.

DRESCH, M. T. K. Avaliacao de extratos de espécies vegetais ricas em polifendis cultivadas no Rio
Grande do Sul com potencial atividade antioxidante para utilizacao em formulac¢ées de uso cutaneo.
Dissertacao (mestrado). UFRGS. Faculdade de Farmacia. Programa de Pés-Graduagao em Ciéncias Farmacéu-
ticas. Porto Alegre, 2008. 122p.

DRESCH, R. R. Purificacdo e caracterizacao das lectinas ACL-l e ACL-ll da esponja marinha Axinella
corrugata, imunolocalizacao da ACL-l e avaliacao do seu potencial como marcador de transforma-
¢ao celular.Tese (doutorado). UFRGS. Faculdade de Farmécia. Programa de Pés-Graduagao em Ciéncias Farma-
céuticas. Porto Alegre, 2008, 222p.

FARIAS, F. M. Psychotria myriantha Miill. Arg. (Rubiaceae): Caracterizacao dos alcaloides e avaliacdo das
atividades antiquimiotaxica e sobre o sistema nervoso central. Tese (doutorado). UFRGS. Faculdade de Farma-
cia. Programa de P6s-Graduacao em Ciéncias Farmacéuticas. Porto Alegre, 2006, 191p.

FARIAS, F. M.; KONRATH, E. L.; ZUANAZZI, J. A. S.; HENRIQUES, A.T. Strictosamide from Psychotria nuda(Cham.
et Schltdl) Wawra (Rubiaceae). Biochem. Syst. Ecol, 36:19-20, 2008.

FARIAS, F. M.; PASSOS, C.S.; ARBO, M. D.; ZUANAZZI, J. A.S.; STEFFEN, V. M.; HENRIQUES, A.T. Monoamine levels
in rat striatum after acute intraperitoneal injection of strictosidinic acid isolated from Psychotria myrianthaMull.
Arg. (Rubiaceae). Phytomedicine, 17(3-4): 289-291, 2010.

FENNER, R.; SORTINO, M.; RATES, S. M. K.; DALLAGNOL, R.; FERRAZ, A. B.F,; BERNARDI, A. P; ALBRING, D.; NOR,
C,von POSER, G.L.; SCHAPOVAL, E.E.S.; ZACCHINO, S. Antifungal activity of some Brazilian Hypericumspecies.
Phytomedicine, 12: 236-240, 2005.

FENNER, R. 2006. Avaliacao do efeito hipnético/sedativo e ansiolitico de um extrato seco nebulizado
de Passiflora alata Curtis (Passifloraceae). Dissertacdo (mestrado). UFRGS. Faculdade de Farmdacia. Progra-
ma de P6s-Graduagao em Ciéncias Farmacéuticas. Porto Alegre, 2006. 105p.

FERRAZ, A. F. B. Analise quimica e antiproliferativa de espécies de Hypericum nativas do Rio Grande
do Sul. 2004. Tese (doutorado). UFRGS. Faculdade de Farmacia. Programa de Pés-Graduagao em Ciéncias
Farmacéuticas. Porto Alegre, 2004, 270p.

FERRAZ, A.B.F.,; BORDIGNON, S.; STAATS, C.; SCHRIPSEMA, J.;VON POSER, G. L. Benzopyrans from Hypericum
polyanthemum. Phytochemistry, 57(8): 1227-1230,2001.

FERRAZ, A. B. F,; SCHRIPSEMA, J.; POHLMANN, A.; von POSER, G. L. Uliginosin B in Hypericurm myrianthum.
Biochem. Syst. Ecol.,, 30: 989-991, 2002a.

FERRAZ, A. B. F,; BORDIGNON, S.; MANS, D.; SCHMITH, A.; RAVAZZOLO, A.; von POSER, G. L. Screening for the

presence of hypericins in southern Brazilian species of Hypericum(Guttiferae). Pharmaceut. Biol, 40(4): 294-
297, 2002b.

1

FARMACOGNOSIA

o



| FARMACOGNOSIA

—
o
7]

FERRAZ, A. B. F, ROCHA, A.; SCHWARTSMANN, G.; HENRIQUES, A. T.; von POSER, G. L. Screening for the
antiproliferative activity of six southern Brazilian species of Hypericum. Phytomedicine, 12:112-115,2005a.
FERRAZ, A.B.F; GRIVICICH, I, von POSER, G. L.; FARIA, D. H.; KAYSER, G. B.; SCHWARTSMANN, G.; HENRIQUES, A.
T., ROCHA, A. Antitumor activity of three benzopyrans isolated from Hypericum polyanthemum. Fitoterapia,
76:210-215, 2005b.

FERRAZ, A.; DASILVA, J.; DEIMLIMG, L.; SANTOS-MELLO, R.; SHARLAU, A.; von POSER, G.; PICADA, J. Genotoxicity
evaluation of three benzopyrans from Hypericum polyanthemum. Planta Med.,, 75:37-40, 2009.

FRITZ, D.;VENTURI C.R.; CARGNIN, S.T.; SCHRIPSEMA, J.; ROEHE, P. M.; MONTANHA, J.; von POSER, G. L. Herpes
virus inhibitory substances from Hypericum connatumLam., a plant used in southern Brazil to treat oral lesions.
J. Ethnopharmacol, 113:517-520, 2007.

GERHARDT, D.; HORN, A. P; GAELZER, M. M.; FROZZA, R. L.; DELGADO-CANEDO, A. L.; HENRIQUES, A.T,; LENZ,
G.; SALBEGO, C. Boldine: a potential new antiproliferative drug against glioma cell lines. /nvest. New Drugs, 27
517-525, 2009.

GIORDANI, R.B. Estudo quimico e farmacoldgico em Hippeastrum morelianumlLem. e Hippeastrum santacatarina
(Traub) Dutilh: duas espécies de Amaryllidaceae. Dissertacao (mestrado). UFRGS. Faculdade de Farmacia. Pro-
grama de Pés-Graduagao em Ciéncias Farmacéuticas. Porto Alegre, 2007. 125p.

GIORDANI, R. B; PAGLIOSA, L. B.; DUTILH, J.; HENRIQUES, A.T,; ZUANAZZI, J. A. S. Investigacdo do potencial
antioxidante e anticolinesterasico de Hippeastrum(Amaryllidaceae). Quim. Nova, 31:2042-2046, 2008.
GIORDANI, R. B.; WEIZENMANN, M.; ROSEMBERG, D. B.; DE CARLI, G. A;; BOGO, M.R.; ZUANAZZI, J. A. S, TASCA,
T. Trichomonas vaginalisnucleoside triphosphate diphosphohydrolase and ecto-5?-nucleotidase activities are
inhibited by lycorine and candimine. Parasitol. Int, 59:226-231,2010.

GIORDANI, R.B. Hippeastrum morelianum e Hippeastrum santacatarina (Amaryllidaceae): analise qui-
mica e investigacao de atividade antiparasitaria de alcaloides isolados. Tese (doutorado). UFRGS. Faculdade de
Farmacia. Programa de Pés-Graduacao em Ciéncias Farmacéuticas. Porto Alegre, 2010.

GNERRE, C,;VON POSER, G.L.; FERRAZ, A;VIANA, A, TESTA, B; RATES, S. M. K. Monoamine oxidase inhibitory
activity of some Hypericum species native to South Brazil. J. Pharm. Pharmacol., 53:1273-1279, 2001.
GOERK, G. Investigacao de isoflavonas em espécies de leguminosas nativas do Sul do Brasil, com
énfase em T7rifolium riograndenseBurkart. Dissertacdo (mestrado). UFRGS. Faculdade de Farmacia. Progra-
ma de Pés-Graduagao em Ciéncias Farmacéuticas. Porto Alegre, 2009.

GOLUBKOVA, T.; HECKLER, E.; RATES, S. M. K.; HENRIQUES, A. T. Inhibition of cytocrome P450-dependent
monooxigenases by alkaloid fraction of Helietta apiculata(Rutaceae) markedly potentiate the hypnotic action
of pentobarbital. Implications on the mechanism of action. J. Etnopharmacol, 60:141-148,1998.
GREGIANINI, T. S.; SILVEIRA, V. C; PORTO D. D.; KERBER, V.A.; HENRIQUES, A. T,; FETT-NETO, A. G. The alkaloid
brachycerine isinduced by ultravolet radiation and is a singlet oxygen quencher. Photochem. Photobiol, 78:5,
470-474, 2003.

GREGIANINI, T.S.; PORTO D. D.,; NASCIMENTO, N. C,; FETT, J. P; HENRIQUES, A.T,; FETT-NETO, A. G. Environmental
and ontogenetic control of accumulation of brachycerine, a bioactive indole alkaloid from Psychotria brachyceras.
J. Chem. Ecol, 30(10): 2023-2036, 2004.

GRIVICICH, |.; FERRAZ, A,; FARIA, D. H.; REGNER, A.; SCHWARTSMANN, G.; HENRIQUES, A.T.; VON POSER, G.;
ROCHA, A. B. Synergistic effect of three benzopyrans isolated from Hypericum polyanthemumin U-373 MG
glioblastoma cell line. Phytother. Res., 22: 1577-1580, 2008.

HAAS, J. S. Isolamento e avaliacao biolégica de compostos fendlicos de espécies de Hypericum
nativas do Sul do Brasil. Dissertacdo (mestrado). UFRGS. Faculdade de Farmdacia. Programa de Pés-Gradua-



¢ao em Ciéncias Farmacéuticas. Porto Alegre, 2010. 128p.

HAAS, J., VIANA, A, MACHADO HECKLER, A., von POSER, G. L., RATES, S. M. K. The antinociceptive effect of a
benzopyran (HP1) isolated from in mice hot-plate test is blocked by naloxone. Planta Med., 2010 [Epub ahead
of print] DOI: 10.1055/5-0029-1240942.

HECKLER, E. Identificacao de metabdlitos secundarios e avaliacdo de atividades biolégicas do extra-
to de alcaloides das folhas de Helietta apiculata (Rutaceae), Dissertacdo (mestrado). UFRGS. Faculdade
de Farmacia. Programa de Pés-Graduagdo em Ciéncias Farmacéuticas. Porto Alegre, 1993. 109p.

HENRIQUES, J. A.P; MORENO, P.R. H.; von POSER, G. L.; HENRIQUES, A.T. Genotoxicity effects of alkaloids. Mem.
Inst. Oswaldo Cruz, 86 (Suppl.ll) 71-74,1991.

HENRIQUES, A.T.; MELO, A. A.; MORENO, P.R. H.; ENE, L. L.; HENRIQUES, J. A. P, SCHAPOVAL, E. E. S. Ervatamia
coronaria. chemical constituents and biological assays. /. Ethnopharmacol, 50(1): 19-25, 1996.

HENRIQUES, A.T.H.;LOPES, S.O.; FETT-NETO, A.; GREGIANINI, T.; PARANHOS, T.; VON POSER, G. L.; SCHRIPSEMA,
J. Nb-D-Glucopyranosyl vincosamide, a light regulated indole alkaloid from the shoots of Psychotria leiocarpa.
Phytochemistry, 65(4): 449-454, 2004.

HENRIQUES, A.T.; FERRAZ, A.; VON POSER, G. L.; LIMBERGER, R. P. Essential oil in southern Brazilian Hypericum
species. Flav. Fragr. J, 20(3): 335-339, 2005.

HOFMANN JUNIOR, A. E. Analise Quimica e Bioldgica em Hippeastrum glaucescens (Martius) Herbert.
Dissertacao (mestrado). UFRGS. Faculdade de Farmacia. Programa de Pds-Graduagao em Ciéncias Farmacéuti-
cas. Porto Alegre, 2002. 101p.

HOFMANN JUNIOR, A.E.; DASILVA, A.F.S.; DA FONSECA, A. C.E.; SEBBEN, C.; HENRIQUES, A.T.; ZUANAZZI, J.
A.S. Alkaloids of Hjppeastrum (Amaryllidaceae) from the South of Brazil. Rev. Fitoter, 2:304-304, 2002.

HOFMANN JUNIOR, A.E.; SEBBEN, C.; SOBRAL, M.E. G.; DUTILH, J.;HENRIQUES, A.T.; ZUANAZZI, J. A. S. Alkaloids
of Hippeastrum glaucescens. Biochem. Syst. Ecol,, 31(12): 1455-1456, 2003.

KERBER, V. A. Analise dos alcaloides de Psychotria brachyceras Mull. Arg. e P umbellataVell., e
estabelecimento e carcterizacao de cultura de células de 2 umbellataVell. Tese (doutorado). UFRGS.
Faculdade de Farmacia. Programa de Pés-Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas. Porto Alegre, 1999, 240p.

KERBER, V. A.; GREGIANINI, T. S.; PARANHOS, J. T.; FARIAS, F; SCHWAMBACH, J. F,; FETT, J. P, ZUANAZZI, J.A.S.;
QUIRION, J. C.; ELISABETSKY, E.; HENRIQUES, A.T. Brachycerine, a novel type of monoterpene indole alkaloid
from Psychotria brachyceras (Rubiaceae). J. Nat Prod., 64(5): 677-679, 2001. Errata 66 (7): 1038-1038 JUL
2003.

KERBER, V.A.; PASSOS, C. S.;VERLI, H., FETT-NETO, A. G.; QUIRION, J. P; HENRIQUES. A.T.Psychollatine, a glucoside
monoterpene indole alkaloid from Psychotria umbellataVell. J. Nat. Prod,, 71:697-700, 2008.

KONRATH, E. Investigacao /in vitro do efeito neurotoxico, antioxidante e anticolinesterasico de
alcaloides e avaliacao de parametros de estresse oxidativo em fatias de hipocampo submetidas a
privacao de oxigénio e glicose. Dissertacao (mestrado). UFRGS. Faculdade de Farmacia. Programa de Pos-
Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas. Porto Alegre, 2006. 195p.

KONRATH, E.L.; SANTIN, K.; NASSIF, M.; ALEXANDRA LATINI, A,; HENRIQUES, A.T.; SALBEGO, C. Antioxidant and
pro-oxidant properties of boldine on hippocampal slices exposed to oxygen-glucose deprivation /n vitro.
Neurotoxicology, 29: 1136-1140, 2008.

LIMBERGER, R. P. Estudo de 6leos volateis de espécies de Mikania (Asteraceae) e da subtribo Myrtinae
(Myrtaceae). Dissertacao (mestrado). UFRGS. Faculdade de Farmécia. Programa de Pés-Graduagao em Ciénci-
as Farmacéuticas. Porto Alegre, 1998. 121p.

FARMACOGNOSIA

1

o
O



| FARMACOGNOSIA

110

LIMBERGER, R.P; SUYENAGA, E. S.; HENRIQUES, A.T.; LAMATY, G.; MENUT, C. Chemical composition of essential
oils from three southern Brazilian species of Mikania (Asteraceae). . Essent. Oil Res., 10:363-367, 1998.

LIMBERGER, R. P, HENRIQUES, A.T.; APEL, M. A.; SCHAPOVAL, E. E. S. Atividade antimicrobiana de 6leos volateis.
Rev. Bras. Farm., 79(1-2): 49-52, 1999.

LIMBERGER, R. P. Composicao quimica de 6leos volateis de Myrciinae e biotransformacao de
terpendides. Tese (doutorado). UFRGS. Faculdade de Farmdcia. Programa de Pds-Graduagao em Ciéncias
Farmacéuticas. Porto Alegre, 2001, 300p.

LIMBERGER, R.P,; SOBRAL, M. E. G.; ZUANAZZI, J. A.S.; MORENO, P.R. H.; SCHAPOVAL, E. E. S.,; HENRIQUES, A.T.
Biological activities and essential oil composition of leaves of Blepharocalyx salicifolius. Pharmaceut. Biol,
39(4): 308-311, 2001a.

LIMBERGER, R. P; APEL, M. A.; MENUT, C,; SOBRAL, M. E. G.; MORENO, P. R. H.; HENRIQUES, A. T. Chemical
composition of essential oils from some Campomanesia species (Myrtaceae). J. Essent. Oil Res., 13:113-115,
2001b.

LIMBERGER, R.P; MORENO, P.R. H.; FARIAS, F. M.; SOBRAL, M. E. G.; HENRIQUES, A.T. Essential oil of Myrrhinium
atropurpureum Schott (Myrtaceae) leaves . J. £ssent. Oil Res., 13:47-48,2001c.

LIMBERGER, R.P; FARIAS, F. M.; SOBRAL, M. E. G.; ZUANAZZI, J. A. S.; HENRIQUES, A.T. Composicao quimica do
6leo volatil de Psidium cattleyanum, R guaiava, P incanum e P luridum. Rev. Bras. Farm., 81(1/2): 53-56,
2001d.

LIMBERGER, R.P,; ABOY, A.L.;BASSANI, V.L.; MORENO, P.R.H.; RITER, M.; HENRIQUES, A.T. Essential oils from four
Mikania species (Asteraceae). J. £ssent. Oil Re., 13(4): 225-228,2001e.

LIMBERGER, R. P; SOBRAL, M.E. G.; MENUT, C,; BESSIERE, J. M., HENRIQUES, A.T. Essential oils from Calyptranthes
concina, C lucidaand C rubela. (Myrtaceae). Rev. Bras. Cienc. Farm,, 16:. 176-182, 2002a.

LIMBERGER, R. P; SIMOES-PIRES, C. A.; SOBRAL, M.; MENU, C.; BESSIERE, J.; HENRIQUES, A.T. Essential oils from
some Myrceugeniaspecies (Myrtaceae). Flav. Fragr. J, 17(5): 341-344, 2002b.

LIMBERGER, R.P; SOBRAL, M. E.G.; MENUT, C.; BESSIERE, J. M.; HENRIQUES, A.T. Essential oils from six southern
Brazilian Myrceugeniaspecies. J. Essent. Oif Res., 14(4): 302-304, 2002c.

LIMBERGER, R. P; SIMOES-PIRES, C. A.; SOBRAL, M.; MENUT, C.; BESSIERE, J.; HENRIQUES, A.T. Essential oils of six
Gomidesiaspp. from southern Brazil. Flav. Fragr. /, 18:144-147,2003a.

LIMBERGER, R. P; FERREIRA, L.; CASTILHOS, T.S.; ALEIXO, A. M.; PETERSEN, R. Z.; GERMANI, J. C; ZUANAZZI, J. A.
S.; FETT NETO, A. G.; HENRIQUES, A.T. The ability of Bjpolaris sorokiniana to modify geraniol and (-)-alpha-
bisabolol as exogenous substrates. App/. Microbiol. Biotechnol., 61:552-555,2003b.

LIMBERGER, R.P; PIRES, C. A.S.; SOBRAL, M. E. G.; HENRIQUES, A.T. Essential oils of Marliereaspecies. . Essent.
Oil Res., 16(5): 479-482, 2004a.

LIMBERGER, R. P; SOBRAL, M.; HENRIQUES, A.T.; MENUT, C.; BESSIERE, J. Oleos volateis de espécies de Myrcia
nativas do Rio Grande do Sul. Quim. Nova, 27(6): 916-919, 2004b.

LIMBERGER, R.P; SOBRAL, M. E. G,; HENRIQUES, A.T. Intraspecific volatile oil variation in Myrceugenia cucullata
(Myrtaceae). Biochem. Syst. Ecol,, 33: 287-293, 2005.

LIMBERGER, R.P; ALEIXO, A. M,; FETT NETO, A. G.; HENRIQUES, A.T. Bioconversion of (+)- and (-)-alpha-pinene
to (+)- and (-)-verbenone by plant cell cultures of Psychotria brachyceras and Rauvolfia sellowi. Electr. J.
Biotechnol, 10: 500-507, 2007.

LINDE, K. St. John’s wort - an overview. Forsch Komplementmed, 16(3): 146-55, 2009.

LOPES, S. O. Analise quimica e cultivo in vitro de Psychotria. leiocarpa Cham. et Schlecht. e Psychotria



carthagenensis Jacq. (Rubiaceae). Dissertacao (mestrado). UFRGS. Faculdade de Farmdcia. Programa de
Pés-Graduagao em Ciéncias Farmacéuticas. Porto Alegre, 1998.121p.

LOPES, S. O.; VON POSER, G. L.; KERBER; V. A.; DE SANTOS, L.V.; MORENO, P.R. H.; FERREIRA, L.; FARIAS, F. M.;
SOBRAL, M.E.G,;ZUANAZZI, J. A.S.;HENRIQUES, A.T. Alkaloids and iridoid glucosides in Psychotrieae (Rubiaceae)
from Brazil. Biochem. Syst. Ecol,, 32: 1187-1195, 2004.

MACHADO, C. A. Investigacao quimica e bioldgica dos extratos de Machaonia spinosa. Dissertacao
(mestrado). UFRGS. Faculdade de Farmacia. Programa de Pés-Graduagao em Ciéncias Farmacéuticas. Porto
Alegre, 1993. 122p.

MARIN, R. Analise quimica e bioatividades /in vitro de espécies de Arecaceae. Dissertacao (mestrado).
UFRGS. Faculdade de Farmacia. Programa de Pés-Graduacao em Ciéncias Farmacéuticas. Porto Alegre, 2008.
123p.

MARIN, R.; APEL, M. A.; LIMBERGER, R. P; RASEIRA, M. C. B.; PEREIRA J.F.M.; ZUANAZZI, J. A.S.; HENRIQUES, A.T.
Volatiles components and antioxidant activity from some Myrtaceous fruits cultivated in Southern Brazil. Acta
Farm. Bonaer, 27:172-177, 2008.

MAURMANN, N.; SILVA, A. L., FETT-NETO, A.;VON POSER, G. L.; RECH, S. B. Valepotriates accumulation in callus,
suspended cells and untransformed root cultures of Valeriana glechomifolia. In Vitro Cell. Dev. Biol. - Plant,
42(1): 50-53, 2006.

MAURMANN, N.; REOLON, G.K.; RECH, S.B.; FETT-NETO, A. G.; ROESLER, R. A valepotriate fraction of Va/leriana
glechomifoliashows sedative and anxiolytic properties and impairs recognition but not aversive memory in
mice. eCAM publicado on line em 2009.

MELO, A. A. Isolamento, analise estrutural dos alcaloides inddlicos de Ervatamia divaricata (L) Burkill
e efeitos citostatico e mutagénico da voacristina em linhagens proficientes e deficientes em reparo
de ADN de Saccharomyces cerevisiae. Dissertacao (mestrado). UFPE. Bioquimica. 1986.

MELO, A. A.; QUEROL, C. B; HENRIQUES, A.T,, HENRIQUES, J. A. P. Cytostatic, cytotoxic and mutagenic effects of
the voacristine an indole alkaloid in wild type and repair deficient yeast. Mutat. Res., 171(1): 17-24, 1986.
MENDES, F.R.; MATTEI, R.; CARLINI, E.L.A. Activity of Hypericum brasiliense and Hypericum cordatumon the
central nervous system in rodents. Fitoterapia, 73:462-471,2002.

MORENGO, P.R. H. Alcaloides de Nectandra grandiflora Ness et Mart. (ex Ness). Andlise quimica e biologi-
ca.Dissertacao (mestrado). UFRGS. Faculdade de Farmacia. Programa de Pés-Graduag¢ao em Ciéncias Farma-
céuticas. Porto Alegre, 1989. 155p.

MORENGO, P.R. H.; ANDRADE, H.H. R.;VARGAS, V. M. F,; HENRIQUES, A.T,, HENRIQUES, J. A. P. Genotoxicity of the
boldine, aporphine alkaloid in eukaryotic and prokaryotic organisms. Mutat. Res,, 235:37-43,1991.
MORENO, PR.H.; von POSER, G.L.; HENRIQUES, A.T. Atividade antimicrobiana e isolamento de alcaloides de
Nectandra lanceolata. Rev. Bras. Farm., 72(2), 27-28, 1991.

MORENOQ, P.R. H.; von POSER, G. L.; GOLUBKOVAT.,; YOSHIDA, M.; GOTTLIEB, O. R.; HENRIQUES, A.T. Chemical
constituents and and antitumour activity of Nectandlra grandifiora. Int. J. Pharmacog.,31:189-192,1993.
MUNARI, L. Avaliagao do efeito de um extrato lipofilico de Hypericum caprifoliatum Cham. &Schlitdl
sobre os niveis cerebrais de dopamina e seus metabélitos através demicrodialise cerebral em ratos

conscientes. Dissertacdo (mestrado). UFRGS. Faculdade de Farmacia. Programa de Pés-Graduacao em Ciénci-
as Farmacéuticas. Porto Alegre, 2006, 161p.

NOR, C.; BERNARDI, A. P; HASS, J. S.; SCHRIPSEMA, J.; RECH, S. B.; von POSER, G.L. Phenolic constituents of

FARMACOGNOSIA

—_
—_—
—_



| FARMACOGNOSIA

112

Hypericum flowers. Nat. Prod. Commun., 3: 237-240, 2008.

NOR, C,; FERRAZ, A.B.F,; ALBRING, D.; SCHRIPSEMA, J.; PIRES, V.; SONNET, P GUILHAUME, D.; von POSER, G. L.
Chemotaxonomic features of phloroglucinol derivatives occurring in Hypericum species belonging to the
Trigynobrathys section. Biochem. Syst. Ecol, 32:517-519, 2004.

NUNES, J. M,; PINHATTI, A.V.; ROSA, L. M. G.; von POSER, G. L.; RECH, S. B. Roles of in vitro plantlet age and
growing period in the phenolic constituent yields of acclimatized Hypericum polyanthemum. Environ. Exper.
Botany, 67: 204-208, 2009a.

NUNES, J. M.; PINHATTI, A.V.; von POSER, G. L,; RECH, S. B. Promotive effects of long-term fertilization on growth
of tissue culture-derived Hypericum polyanthemum plants during acclimatization. /nd. Crops Prod.,, 30: 329-
332, 2009b.

NUNES, J. M.; PINTO, P. S.; BORDIGNON, S.; RECH, S. B.; von POSER, G. L. Phenolic compounds in Hypericum
species from the Trigynobrathys section. Biochem. Syst. Ecol, 38:224-228,2010.

PAGLIOSA, L. B, MONTEIRO, S.; ANDRADE, J. P; DUTILH, J.; BASTIDA, J.; CAMMAROTA, M.; ZUANAZZI, J. A. S.
Effect of isoquinoline alkaloids from two Hippeastrum species on in vitro acetylcholinesterase activity.
Phytomedicine, 17: 698-701, 2010.

PAGLIOSA, L. B. Analise Quimica e Bioldgica de Hippeastrum psittacinum e Estudos em Memdria da
Montanina. Tese (doutorado). UFRGS. Faculdade de Farmacia. Programa de Pés-Graduagao em Ciéncias Far-
macéuticas. Porto Alegre, 2009, 119p.

PARANHOS, J.T.; FRAGOSO, V.; HENRIQUES, A.T.; FERREIRA, A. G.; FETT-NETO, A. G. Regeneration of Psychotria
umbellataVell and production of the analgesicindole alkaloid umbellatine. 7ree Physiol, 25:251-255, 2005.

PARANHOS, J. T.; FRAGOSO, V,; SILVEIRA, HENRIQUES, A.T.; FETT NETO, A. Organ-specific and environmental
control of accumulation of psychollatine, a major indole alkaloid glucoside from Psychotria umbellata. Biochem.
Syst. Ecol, 37:707-715, 2009.

PASSOS, C. S. Psicolatina: caracterizacdo conformacional e avaliacao do efeito sobre os niveis de aminoacidos
excitatorios e inibitérios em regides cerebrais de roedores. Dissertacao (mestrado). UFRGS. Faculdade de
Farmacia. Programa de P6s-Graduacao em Ciéncias Farmacéuticas. Porto Alegre, 2008. 127p.

PINHATTI, A.V.; NUNES, J. M; MAURMANN, N.; ROSA, L. M. G.;VON POSER, G. L.; RECH, S. B. Phenolic compounds
accumulation in Hypericum ternum propagated in vitro and during plant development acclimatization. Acta
Physiol. Plant, 32: 675-681, 2010.

PORTO, D. D.; HENRIQUES, A.T,; FETT-NETO, A. G. Bioactive alkaloids from South American Psychotria and
related species. Open Bioact. Compd. J, 2: 29-36, 2009.

PROVENSI, G. Investigacao da atividade ansiolitica de Passiflora alata Curtis (Passifloraceae). Disser-
tacao (mestrado). UFRGS. Faculdade de Farmicia. Programa de Pés-Graduagdao em Ciéncias Farmacéuticas.
Porto Alegre, 2007. 135p.

PROVENSI, G.; LOPES, D.V,; FENNER, R.; BETTI, A. H.; DE COSTA, F,; MORAIS, E. C; GOSMANN, G.; RATES, S. M. K.
Participation of GABA-benzodiazepine receptor complex in the anxiolytic effect of Passiflora alata Curtis
(Passifloraceae). Acta Farm. Bonaer., 27: 845-851, 2008.

QUISEPEL, A.In: Bothe, H.; de Brujin, F. J. e Newton, W. E., (Eds.), Nitrogen Fixation: Hundred Years After, Gustav
Fischer: Stuttgart, p. 3-12, 1988.

RAMIRES, M. R. Avaliacao farmacoldgica de extratos vegetais contendo antocianosideos sobre o
aprendizado e meméria em diferentes modelos animais. Tese (doutorado). UFRGS. Faculdade de Farma-
cia. Programa de Pés-Graduacao em Ciéncias Farmacéuticas. Porto Alegre, 2008, 223p.



RAMOS, G. P. Estudo quimico de diferentes acessos de trevo vermelho ( 7rifolium pratensel.) e ativi-
dades biolégicas. Tese (doutorado). UFRGS. Faculdade de Farmacia. Programa de Pés-Graduagdo em Ciéncias
Farmacéuticas. Porto Alegre, 2006, 256p.

RAMOS, G.P; DIAS, P.M. B.; MORAIS, C. B.; FROEHLICH, P.E.; DALLAGNOL, M.; ZUANAZZI, J. A. S.LC Determination
of four isoflavone aglycones in red clover ( 7rifolium pratensel..). Chromatographia, 67:125-129,2008.
RATES, S. M.; SCHAPOVAL, E.E.S.; SOUZA, I. A.; HENRIQUES, A.T. Chemical constituents and pharmacological
activities of Peschiera australis. Int. J. Pharmacog., 31(4): 288-294, 1993.

RATES, S. M. K. Alcaloides Inddlicos de Peschiera australis var australis. Andlise estrutural e determina-
¢ao de efeitos bioldgicos, Dissertacao (mestrado). UFRGS. Faculdade de Farmécia. Programa de Pés-Graduacao
em Ciéncias Farmacéuticas. Porto Alegre, 1989. 110p.

RATES, S. M. K,; CAUDURO, A. D.; SALAZAR, V.; MORENO, P. R. H.; HENRIQUES, A.T. Alcaloides indélicos de
Peschiera australis(Muell.Arg.) Miers var. australis. Cad. Farm., 4(1/2):51-62, 1988.

RAUBER, C.; GUTERRES, S. S.; HENRIQUES, A. T.; SCHAPOVAL, E. E. S. Composi¢oes farmacéuticas para o
tratamento de afeccdes cutaneas causadas por Candida spp. e fungos dermatofitos e uso de 6leo
volatil de Cymbopogom citratus nas ditas composi¢oes. 2002.

RECH S.B.; FERREIRA BATISTA C.V.; SCHRIPSEMA, J.; VERPOORTE, R.; HENRIQUES, A.T. Cell cultures of Rauwolfia
sellowii. growth and alkaloid production. Plant Cel./ Tiss.Org. Cult, 54:61-63, 1998.

RIBEIRO, V. L. S.; DOS SANTOS, J. C,; BORDIGNON, S. A. L.; APEL, M. A.; HENRIQUES, A. T,; von POSER, G. L.
Acaricidal properties of the essential oil from Hesperozygis ringens(Lamiaceae) on the cattle tick Rjphicephalus
(Boophilus) microplus. Biores. Technol, 101: 2506-2509, 2009.

RIBEIRO, V.L.S.; TOIGO, E.; BORDIGNON, S ; GONCALVES, K.; von POSER, G.L. Acaricidal properties of extracts
from the aerial parts of Hypericum polyanthemunon the cattle tick Boophilus microplus. Vet. Parasitol, 147:
199-203, 2007.

ROCHA, L.; MARSTON, A.; KAPLAN, M. A. C.; STOECKLI-EVANS, H.; THULL, U.; TESTA, B.; HOSTETTMANN, K. An
antifungal gamma-pyrone and xanthones wit monoamine oxidase inhibitory activity from Hypericum brasiliense.
Phytochemistry, 36(6): 1381-1385, 1994.

ROCHA, L,; MARSTON, A,; POTTERAT, O.; KAPLAN, M. A. C,; STOECKLI-EVANS, H.; HOSTETTMANN, K. Antibacterial
phloroglucinols and flavonoids from Hypericum brasiliense.

Phytochemistry, 40(5): 1447-1452, 1995.

ROCHA, L.; MARSTON, A.; POTTERAT, O.; KAPLAN, M. A. C,; HOSTETTMANN, K. More phloroglucinols from
Hypericum brasiliense. Phytochemistry, 42:185-188, 1996.

SALLES, L. A; SILVA, A. L,; ZANATTA, N.; RECH, S. B,; von POSER, G. L. Constituents of Valeriana glechomifolia
Meyer. Biochem. Syst. Ecol., 28(9): 907-910, 2000.

SALLES, L. A,; SILVA, A.L; von POSER, G. L.; FETT-NETO, A.; RECH, S. B. Valeriana glechomifolia. in vitropropagation
and production of valepotriates. Plant Sci, 163(1): 165-168, 2002.

SALLES, L. A. Obtencao de fragoes de valepotriatos através de fluido supercritico e triagem
psicofarmacolégica de Valeriana glechomifoliaMeyer.Tese (doutorado). UFRGS. Faculdade de Farmacia.
Programa de Pés-Graduacgao em Ciéncias Farmacéuticas. Porto Alegre, 2010. 106 p.

SANTOS, L.V. Psychotria suterellaMiiell. Arg.: Caracterizacdo de alcaloides, analise farmacoldgica e cultivo
in vitrode calos e raizes”. Dissertacao (mestrado). UFRGS. Faculdade de Farmacia. Programa de Pés-Graduacédo
em Ciéncias Farmacéuticas. Porto Alegre, 1999. 116p.

SANTOS, L.V,; HENRIQUES, A.T.; FETT-NETO, A. G, ELIZABETSKY, E; QUIRION, J. C. Leaf alkaloids and establishment

FARMACOGNOSIA

—_
—_
w



| FARMACOGNOSIA

114

of in vitro cultures of Psychotria suterella. Biochem. Syst. Ecol.29:1185-1187,2001.

SCHILLING, G. In: Bothe, H.; de Brujin, F. J. e Newton, W. E., (Eds.), Nitrogen Fixation: Hundred Years After, Gustav
Fischer: Stuttgart, p.13-19, 1988.

SCHMITH, A.; RAVAZZOLO, A.; von POSER, G.L. Investigation of some Hypericum species native to Southern of
Brazil for antiviral activity. /. Ethnopharmacol, 77:239-245,2001.

SCHWANZ, M. Desenvolvimento e validacao de método analitico para quantificacao de boldina em
Peumus boldusMolina e estudos de estabilidade. Dissertacao (mestrado). UFRGS. Faculdade de Farma-
cia. Programa de Pés-Graduacao em Ciéncias Farmacéuticas. Porto Alegre, 2006. 123p.

SCOPEL, M. Analise botanica, quimica e biolégica comparativa entre flores das espécies Sambucus
nigral. e Sambucus australis Cham. & Schlecht. e Avaliacdo Preliminar da Estabilidade. Dissertacdo
(mestrado). UFRGS. Faculdade de Farmacia. Programa de Pés-Graduacao em Ciéncias Farmacéuticas. Porto
Alegre, 2005. 256p.

SEBBEN, C. Investigacao Quimica em Hippeastrum breviflorum Herb. (Amaryllidaceae). Dissertacao
(mestrado). UFRGS. Faculdade de Farmacia. Programa de Pés-Graduagao em Ciéncias Farmacéuticas. Porto
Alegre, 2005. 194p.

SILVA, A.F.S.; ANDRADE, J. P; BEVILAQUA, L.R.M.; DE SOUZA, M. M.; IZQUIERDO, |.; HENRIQUES, A.T.; ZUANAZZI,
J. A. S. Anxiolitic-, antidepressant- and anti-convulsant- like effects of the alkaloid montanine isolated from
Hippeastrum vittatum. Pharmacol. Biochem. Behav., 85:148-154, 2006.

SILVA, A.F.S.; ANDRADE, J. P, MACHADQO, K. R. B, ROCHA, A. B.; APEL, M. A.; SOBRAL, M. E. G.; HENRIQUES, A.
T, ZUANAZZI, J. A.S. Screening for cytotoxic activity of extracts and isolated alkaloids from bulbs of Hjppeastrum
vittatum. Phytomedicine, 15: 882-885, 2008.

SILVA, A. F. Estudo Quimico e Biologico de Hippeastrum vittatum (L Hér.) Herberte Hippeastrum
striatum (Lam.) Moore (Amaryllidaceae). Tese (doutorado). UFRGS. Faculdade de Farmacia. Programa de
Pés-Graduagao em Ciéncias Farmacéuticas. Porto Alegre, 2005, 182p.

SILVA, A.L.; RECH, S.B.; von POSER, G. L. Quantitative determination of Valepotriates from Va/eriananative to
South Brazil. Planta Med,, 68(6): 570-572, 2002.

SIMOES-PIRES, C. A. Analise quimica e biolégica em espécies de Baccharis - Cauloptera. Dissertacio
(mestrado). UFRGS. Faculdade de Farmacia. Programa de Pés-Graduacao em Ciéncias Farmacéuticas. Porto
Alegre, 2005. 162p.

SIMOES-PIRES, C. S.; DEBENEDETTI, S.; SPEGAZZINI, E.; MENTZ, L. A.;; MATZENBACHER, N.; HENRIQUES, A.T.
Investigation of the essential oil from eight species of Baccharisbelonging to section Caulopterae (Asteraceae,
Astereae): a taxonomic approach. Plant Syst. Evolut, 253(1-4): 23-32, 2005.

SIMOES-PIRES, C. A,; FARIAS, F.M.; MARSTON, A.; QUEIROZ,E. F; CHAVES, C. G.; HENRIQUES, A.T,; HOSTETTMANN,
K.Indole monoterpenes with antichemotatic activity from Psychotria myriantha. Nat. Prod. Commun., 1(12):
1101-1106, 2006.

SOBRAL, M.; PROENCA, C.; SOUZA, M.; MAZINE, F.; LUCAS, E. 2010. Myrtaceaein Lista de Espécies da Flora
do Brasil. Jardim Botanico do Rio de Janeiro. (http://floradobrasil.jbrj.gov.br/2010/FB000171).

SOUZA FILHO, P. A. C. Compostos Fendlicos de Lupinus lanatus Benth. (Leguminosae-Faboideae).
Dissertacao (mestrado). UFRGS. Faculdade de Farmacia. Programa de Pds-Graduagao em Ciéncias Farmacéuti-
cas. Porto Alegre, 2004. 100p.

SOUZA, T. J. T. Determinacao da composicao quimica e avaliacao preliminar das atividades
antioxidante e anticolinesterasica dos 6leos volateis de espécies de Fupatorium L (Asteraceae).



Dissertacao (mestrado). UFRGS. Faculdade de Farmacia. Programa de Pds-Graduagao em Ciéncias Farmacéuti-
cas. Porto Alegre, 2007. 232p.

SOUZA,T.; APEL, M. A,; MATZENBACHER, N.; BORDIGNON, S. A.L.; MENTZ, L. A,; HENRIQUES, A.T. Composicao
guimica e atividade antioxidante do 6leo volatil de Eupatorium polystachyumDC. Rev. Bras. Farmacog., 17:
368-372, 2007.

SUYENAGA, E. S. Avaliacao da atividade antiinflamatoria de flavonoides por ensaios in vitroe in vivo.
Tese (doutorado). UFRGS. Faculdade de Farmacia. Programa de P6s-Graduacao em Ciéncias Farmacéuticas.
Porto Alegre, 2002, 230p.

SUYENAGA, E.S.; APEL, M. A.; CHAVES, C. G.; ZUANAZZI, J. A. S.; HENRIQUES, A.T. Essential oil composition of
Heterothalamus psiadioidesLess. Biochem. Syst. Ecol, 32:83-86,2004.

TAYLOR, C. 2010. Psychotria in Lista de Espécies da Flora do Brasil. Jardim Botanico do Rio de Janeiro.
(http.s/floradobrasil jbri.gov.br/2070/FBOT14153).

VARGAS, M. R. W. Stachytharpheta cayennensis. isolamento de constituintes quimicos monitorado por
ensaios biolégicos. Dissertacao (mestrado). UFRGS. Faculdade de Farmdcia. Programa de Pés-Graduagdao em
Ciéncias Farmacéuticas. Porto Alegre, 1996. 127p.

VIANA, A. F. Estudo da atividade psicofarmacoldgica de espécies de Hypericum nativas do Rio Gran-
de do Sul e toxicidade aguda de Hypericum caprifoliatum Cham. & Schledt. Dissertacao (mestrado).
UFRGS. Faculdade de Farmacia. Programa de Pés-Graduacao em Ciéncias Farmacéuticas. Porto Alegre, 2002.
124p.

VIANA, A. F; HECKLER, A.P; FENNER, R.; RATES, S. M. K. Analgesic activity of Hypericum caprifoliatum and
Hypericum polyanthemum (Guttiferae). Braz. J. Med. Biol. Res., 36:631-634, 2003.

VIANA, A. F; REGO, J. C; von POSER, G. L.; FERRAZ, A.; HECKLER, A.P; COSTENTIN, J.; RATES, S. M. K. The
antidepressant-like effect of Hypericum caprifoliatumCham & Schlecht (Guttiferae) on forced swimming test
results from an inhibition of neuronal monoamine uptake. Neuropharmacology, 49: 1042-1052, 2005.
VIANA, A.F; REGO, J. C; MUNARI, L., DOURMAP, N.; HECKLER, A. P, COSTA, T.D. C,; von POSER, G. L.; COSTENTIN,
J;RATES, S. M. K. Hypericum caprifoliatum (Guttiferae) Cham. &amp; Schltdl.: a species native to South Brazil
with antidepressant-like activity. Fundam. Clin. Pharmacol, 20: 507-514, 2006.

VIANA, A. F. Estudo de moléculas potencialmente antidepressivas e analgéscias de espécies nativas
de Hypericum nativas do Rio Grande do Sul. Tese (doutorado) Dissertacdo (mestrado). UFRGS. Faculdade
de Farmacia. Programa de P6s-Graduacao em Ciéncias Farmacéuticas. Porto Alegre, 2007. 197 p.

VIANA, A.F;HECKLER, A.P.M.; von POSER, G. L.;LANGELOH, A.; RATES, S. M. K. Efeito de Hypericum caprifoliatum
Cham. &amp; Schitdl. (Guttiferae) sobre contragdes em ileo isolado de cobaio induzidas por diferentes agonistas.
Rev. Bras. Farmacog., 17: 378-383, 2007.

VIANA, A.; RATES, S.; NAUDIN, B.; JANIN, F; COSTENTIN, J.; DO REGO, J-C. Effects of acute or 3-day treatments
of Hypericum caprifoliatumCham. & mp; Schitdt. (Guttiferae) extract or of two established antidepressants on
basal and stress-induced increase in serum and brain corticosterone levels. J. Psychopharmacol., 22: 681-690,
2008.

von POSER, G. L.; MENUT, C.; TOFFOLI, M. E.; VERIN, P; SOBRAL, M.; BESSIERE, J.; LAMATY, G.; HENRIQUES, A.T.
Essential Oil Composition and Allelopathic Effect of the Brazilian Lamiaceae Hesperozygis ringens (Benth.)
Epling and Hesperozygis rhododonEpling. J Agric. Food Chem., 44:1829-1832, 1996.

von POSER, G. L.; DAMTOFT, S.; HENRIQUES, A. T.; SCHRIPSEMA, J.; JENSEN, S. R. Iridoids glucosides from
Angelonia integerrima. Phytochemistry, 46:371-373,1997b.

von POSER, G. L.; HENRIQUES, A.T.; SCHRIPSEMA, J. The distribution of iridoids in Labiatae sensu /ato. Acta Farm.

FARMACOGNOSIA

—_
—_—
(9]



| FARMACOGNOSIA

116

Bonaer.,, 19(1): 69-71, 2000a.

von POSER, G. L.; HENRIQUES, A.T.; SCHRIPSEMA, J.; JENSEN, S. R. Iridoides e fenilpropandides glicosados de
Agalinis communis Cham. e Schlecht. e Scoparia ericaceaCham. Scrophulariaceae.. Rev. Bras. Farm., 77(4):
134-136, 1997c.

von POSER, G.L.; MOULIS, C,; SOBRAL, M.; HENRIQUES, A. T. Chemotaxonomic features of iridoids occuring in
Verbenoxylum rejtzii,Verbenaceae. Plant Syst. Evolut,198:287-290, 1995.

von POSER, G. L.; SCHRIPSEMA, J.; HENRIQUES, A.T.; JENSEN, S. R.The distribution of iridoids in Bignoniaceae.
Biochem. Syst. Ecol., 28(4): 351-366, 2000b.

von POSER, G. L.; SCHRIPSEMA, J.; OLSEN, C. E.; JENSEN, S. R.; HENRIQUES, A.T. 2-Apiosylgardoside, an iridoid
glucoside from Verbenoxylum reitzii. Phytochemistry, 49(5): 1471-1473, 1998b.

von POSER, G. L,; SEIBT, L. T. Gardenoside from 7ocoyena bullata. Biochem. Syst. Ecol., 26:669-670, 1998c.

von POSER, G. L.; SOBRAL, M.; HENRIQUES, A.T.; TOFFOLI, M. E. G. Implicacdes taxonémicas de iridoides em
Verbenaceae. Cad. Farm., 169: 169-172, 1998a.

von POSER, G. L.; SOBRAL, M.; HENRIQUES, A.T.; TOFFOLI, M. E. G. Iridoid glucosides substitution patterns in
Verbenaceae and its taxonomic implication. Plant Syst. Evolut, 205: 265-287,1997a.

von POSER, G. L.Rauvolfia sellowii Mull. Arg. Analise quimica em espécies auténtica e comercializada.
Determinacao de efeitos genotdxicos, mutagénicos e recombinogénicos dos alcaloides em sistema eucaridtico
e procaridtico, Dissertacao (mestrado). UFRGS. Faculdade de Farmdcia. Programa de Pés-Graduacao em Cién-
cias Farmacéuticas. Porto Alegre, 1987.127p.

von POSER, G. L; ANDRADE, H. H. R,; SILVA, K.V. C. L; HENRIQUES A.T.; HENRIQUES, J. A. P. Genotoxic, mutagenic
and recombinogenic effects of Rauwolfiaalkaloids. Mutat. Res., 232:37-43,1990.

ZUANAZZI, J. A.S. Investigacao quimica e farmacoldgica em Erytroxylum argentinum Schulz. Disser-
tacdo (mestrado). UFRGS. Faculdade de Farmacia. Programa de Pés-Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas.
Porto Alegre, 1990. 124p.

ZUANAZZI, ). A.S.; RATES, S. M. K.; HENRIQUES, AT. Cocaine -like actions of Erythroxylum argentinum Schulz
(Erythroxylaceae), Acta Farm. Bonaer, 19(2): 105-108, 2000.

ZUANAZZI, J. A. S.; TREMEA, V.; LIMBERGER, R. P; SOBRAL, M.; HENRIQUES A.T. Alkaloids of Erythroxylum
(Erythroxylaceae) species from South Brazil. Biochem. Syst. Ecol, 29(8): 819-825, 2001.



Nogueira-de-lguape — Aleurites
moluccana

POTENCIAL TERAPEUTICO DE

ALGUMAS PLANTAS MEDICINAIS DA
FLORA CATARINENSE .,

‘ FARMACOGNOSIA

Alexandre Bella Cruz

Angela Malheiros

Angélica Couto Garcia

Christiane Meyre da Silva Bittencourt
Nara Lins Meira Quintao

Rivaldo Niero

Ruth Meri Lucinda Silva

Sergio Faloni de Andrade

Tania Mari Bellé Bresolin

Valdir Cechinel Filho

INTRODUCAO

As plantas superiores sdo utilizadas ha séculos pela
civilizagdo humana para o tratamento e cura de inumeras pa-
tologias, propiciando subsidios importantes para o nascimen-
to da medicina. E inegavel a contribuicdo das plantas medici-
nais seja como fonte de fitofdrmacos, de substancias que ser-
vem de prototipos para novos farmacos ou de fitoterapicos
para a industria farmacéutica mundial, muitas vezes repre-
sentando alternativas terapéuticas Unicas para o tratamento
de enfermidades. A natureza tem sido prodiga em produzir
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substancias com potencial terapéutico, muitas delas de grande complexidade estrutural, o
gue inviabilizaria técnica e economicamente a sintese organica de tais substancias.

Uma consideravel porcentagem de plantas apregoadas como medicinais pela popula-
¢do tem sido validada cientificamente, tanto em estudos pré-clinicos como clinicos, comprovan-
do a importancia da pesquisa etnofarmacolégica. Tais informacgdes tém sido de grande importan-
cia para a escolha do material vegetal e patologias a serem investigados, levando ao desenvolvi-
mento de varios medicamentos, oriundos de sintese usando molécula de origem natural como
protétipo ou por meio de isolamento, algumas vezes biomonitorado (MALHEIROS et a/, 2010).

O uso de plantas e seus derivados, com finalidades terapéuticas tem ocorrido de forma
extensiva e crescente em todo o mundo, conforme dados obtidos junto ao mercado farmacéu-
tico e as altas cifras que circundam a comercializacdo de fitomedicamentos, observados na
ultima década (NIERO, 2010). Nesse contexto, cabe ressaltar que o Brasil é o Pais com maior
potencial para pesquisa com espécies vegetais, pois detém a maior e a mais rica biodiversidade
do planeta, cerca de 1/3, distribuida em biomas distintos.

O Nucleo de Investigacdes Quimico-Farmacéuticas (NIQFAR) da Universidade do Vale do
Itajai (Univali) completou, em 2010, quinze anos de atividades de pesquisa, com particular énfase
na area de produtos naturais e sintéticos bioativos. Durante esse periodo, estabeleceu varias e
importantes parcerias com instituicdes de pesquisa do Pais e do exterior, 6rgdos de fomento
publicos e industrias farmacéuticas nacionais, além da implantacao do Programa de Mestrado
em Ciéncias Farmacéuticas, que completou recentemente dez anos de atividades. Tais iniciativas
permitiram a obtencao de muitos resultados relevantes (BRESOLIN e CECHINEL FILHO, 2007;
CECHINEL FILHO, 2009a), muitos dos quais serdo descritos no decorrer deste capitulo.

Nessa perspectiva, serdo demonstrados os principais resultados quimicos, bioldgicos,
toxicologicos e tecnolégicos obtidos com algumas plantas selecionadas oriundas da flora
catarinense e utilizadas pela medicina tradicional no Brasil e em outros paises, com finalidades
terapéuticas, abordando os resultados mais relevantes obtidos pelo NIQFAR/Univali.

Aleurites moluccanaWilld. (Euphorbiaceae)

Aleurites moluccanaWilld. (Sinonimia: Aleurites triloba J.R. Forst. & G. Forst., Croton
moluccanus\L., Jatropha moluccanal.)é uma arvore exética, natural da Indonésia e larga-
mente cultivada no estado de Santa Catarina, conhecida popularmente como Nogueira-
da-india, noz-da-india, nogueira-de-bancul ou nogueira-de-iguape (FIGURA 1). Floresce
de novembro a abril no estado de Santa Catarina, Brasil (PIO CORREA, 1984; FORSTER,
1996), sendo muito utilizada na medicina popular para o tratamento de tumores, ulceras,
dores de cabeca, febre, diarreia, disenteria, asma, conjuntivite, gonorreia, processos in-
flamatérios, e também para reduzir o colesterol (PIO CORREA, 1984; DUKE, 1991; SHARMA

& SINGH, 2002).



FIGURA 1: Partes aéreas, frutos e sementes da A. mo/uccanaWilld
Fonte:http://www.seedshelf.com/index.php?main_page=product_info&cPath=12&products_id=39

Essa espécie vegetal tem sido alvo de extensas pesquisas cientificas na Universidade do
Vale do Itajai ha mais de 10 anos, por conseguinte a solicitacdo de pedido de patente junto ao
Instituto Nacional de Propriedade Intelectual (INPI) em outubro de 2007 (CECHINEL et a/, 2007)
veio a termo, em julho de 2010, sob o numero PI0804525-9 A. Os estudos clinicos do fitoterapico
na forma de comprimidos de 250 e 500mg de extrato seco padronizado de A. moluccanaWilld.
foram previstos para 2011, representando uma parceria efetiva inovadora entre universidade e
empresa na area farmacéutica (EUROFARMA, 2010).

Os estudos fitoquimicos realizados com as folhas de A. mo/uccana Willd. permitiram o
isolamento e a identificacdo do n-hentriacontano, mistura de «,3-amirina, o,-amirinona,
estigmasterol, B-sitosterol e campesterol, além dos flavonoides swertisina (1) e 2”-C-ramnosil
swertisina (2) (MEYRE-SILVA et a/, 1998; 1999), e das cascas foi isolado o acido acetil aleuritdlico
(MEYRE-SILVA et al, 1997).

Estudos anteriores com as partes aéreas dessa planta revelaram a presenca de
moretenona, moretenol, B-sitosterol, acido molucanico, éster metilico do 4cido molucanico,
acido 6,7-dehidromolucanico, 13-O-miristil-20- C-acetil-12-deoxiforbol, podocarpanos como
(5B,10a)-12,13-dihidroxicarpa-8,11,13-trien-3-ona, (58,10a)-12-hidroxi-13-metoxipodocarpa
-8,11,13-trien-3-ona, (5B,10a)-13-hidroxi-12-metoxicarpa-8,11,13-trien-3-ona, (3a,5B,10a)-13-
metoxipodocarpa-8,11,13-trien-3,12-diol e 12-hidroxi-13-metilpodocarpa-8,11,13-trien-3-ona,
espruceanol, ent-3a-hidroxipimara-8(14), 15-dien-12-ona, ent-33,14a-hidroxipimara-
7,9(11),15-trien-12-ona e dos caules o coumarinolignoide moluccanin (HUl & HO, 1968;
SHAMSUDDIN et a/, 1988; LIU et al, 2007; LIU et al, 2008).
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Swertisina (1) 2"-O-Ramnosilswertisina (2)

Os extratos e fracdes de A. moluccana Willd. e alguns dos compostos supracitados reve-
laram potencial analgésico em diferentes modelos experimentais de dor em camundongos,
principalmente para a fracdo mais polar da planta tendo como compostos majoritarios os dois
flavonoides (1, 2) (MEYRE-SILVA et a/, 1998; MEYRE-SILVA et a/, 1999).

Os estudos farmacolégicos conduzidos com esses flavonoides demonstraram que a
swertisina (1) ndo exerce efeito analgésico no modelo de contor¢des abdominais induzida pelo
acido acético em camundongos. Entretanto, a 2"-O-ramnosil swertisina (2) foi 16 vezes mais
potente do que a aspirina nesse modelo, sugerindo que o grupo ramnosil é importante para a
acao analgésica desses compostos (MEYRE-SILVA et a/, 1999).

Além de efeito analgésico, observou-se a presenca de substancias bioativas com
significativa atividade hipocolesterolémica, proporcionando protecao contra elevado teor de
gordura da dieta induzida por hiperlipidemia com beneficio para patologias cardiovasculares
(PEDROSA et al, 2002), bem como de a¢des antitlcera cérnea (SAID et a/, 2009) e citoprotetora
ocular (SAID et al, 2007).

Os extratos da planta coletada no Havai exerceram acdes antivirais, especialmente con-
tra o virus HIV (LOCHER et a/, 1996), além de efeito antibacteriano contra Staphylococus aureus
e Pseudomonas aeruginosa (LOCHER et a/,1995). Todavia, estudos conduzidos com a planta
coletada no Brasil indicaram que os diferentes extratos de A. mo/uccana Willd. ndo apresenta-
ram efeito contra bactérias, incluindo Staphylococus aureus e fungos (MEYRE-SILVA, 1997), su-
gerindo que os fatores ambientais podem influenciar na biossintese dos fitoconstituintes, o
que pode alterar a constituicao quimica da planta.

Considerando que o flavondéide 2"-O-ramnosil swertisina (2) apresentou importante
atividade farmacolégica no modelo experimental de contor¢des abdominais induzidas pelo
acido acético em camundongos, com uma inibicdao de 92+4% e DI50 de 8,4 (6,9-10,2 wmol/kg),
esse foi escolhido como principal marcador quimico dessa espécie descrito na referida paten-
te (CECHINEL et a/, 2007). Com o intuito de realizar o controle de qualidade do material vegetal
em questao foi desenvolvida metodologia por ultravioleta com o doseamento de flavonoides
totais (MATOS et al, 2010) e por CLAE-DAD (CESCA, 2010), a fim de quantificar os principais
biomarcadores do extrato seco.



A partir dos estudos fitoquimicos, analiticos e biolégicos, o extrato seco padronizado
das folhas de A. moluccana Willd. foi otimizado em escala laboratorial por pesquisadores da
Universidade do Vale do Itajai, e posteriormente, produzido em escalas-piloto (5kg) e industrial
(100kg), visando ao desenvolvimento do medicamento fitoterdpico. O extrato seco foi obtido
por nebulizacao (spray dryer, a partir da solucao extrativa usando a maceracao como método
de extracao e a solucao hidroalcoélica como solvente. Como adjuvante de secagem, foi usado
o diéxido de silicio coloidal. Na producao do extrato seco em escala industrial, o ratio (propor-
¢do droga vegetal:extrato seco) foi de 7,89+0,44. O extrato seco de A. moluccana Willd. possui
cor pardo-esverdeado, particulas esféricas e lisas e caracteriza-se como um p6 fino (QUINTAO
et al, 2010).

Allamanda cathartical. (Apocynaceae)

Dentre as trepadeiras da familia Apocynaceae, destaca-se o género Allamandal., com
doze espécies distribuidas pela parte tropical da América. No Brasil, séo encontradas dez
espécies distribuidas por todo o territério nacional. A mais comum é a A. cathartical.. (sinonimia
A. cathaticavar. grandiflora (Aubl) Bailey & C. P. Raffill, A. catharticawilliensi Hort, A. grandiflora
Lam.). Essa espécie é conhecida popularmente como alamanda-de-flor-grande, dedal-de-
dama ou quatro-patacas-amarela e é normalmente encontrada como planta ornamental de
jardins devido as suas abundantes e vistosas flores amarelas (SCHULTZ, 1984; JOLY, 1998;
LORENZI & SOUZA, 2008) (FIGURA 2).

FIGURA 2: Partes aéreas e flores da A. cathartical..

A literatura etnofarmacoldgica relata que a infusao das folhas é utilizada como catartica,
e a decoccdo dos caules e folhas como purgante. O latex também se mostrou purgativo, porém
se ingerido em doses maiores, provoca significativa toxicidade. Na China, existem relatos de
seu uso como abortivo. As flores e raizes sdao usadas pela populacdo em forma de suco para
combater afeccées do baco e casos de intoxicacdo saturnina (célica de pintores ou célica do
chumbo). Ainda existem relatos de que o decocto é utilizado no combate a escabiose e
pediculose (CORREA JR. et a/, 1984; LORENZI & SOUZA, 2008). Os indigenas das Guianas utiliza-
vam o decocto de sua casca deixada algum tempo ao sol como antitérmico, em aplicacao
topica, esfregando-o no corpo (GRENAND et a/, 1987).
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O primeiro trabalho publicado sobre atividade farmacolégica da A. cathartica L. foi rea-
lizado por Jewers et al. (1971) em que observou-se que o extrato das raizes em éter de petrdleo,
éter etilico e cloroférmio eram téxicos para ratos.

Kupchan et al. (1974) verificaram que o extrato etandlico das raizes possuia significante
atividade /in vivo contra leucemia em um modelo P-388 em ratos e /n vitro contra células
derivadas de carcinoma humano nasofaringeal (KB).

Resultados preliminares demonstraram que o extrato bruto de hexano das folhas de A.
cathartica L. foi toxico para as células cancerosas COLO-205, Hela e HepG2 (UTHAISANG &
KHAWSAK, 2005). J& os extratos aquosos das folhas da A. cathartical., e Laurus nobilis L. avalia-
dos em modelo de incisao de feridas em ratos, demonstraram a superioridade da A. cathartica
L. na cicatrizagdo e atividade antiinflamatéria (SHIVANANDA et a/, 2006).

Dentre os compostos isolados nessa espécie, encontram-se os iridoides: plumericina e
isoplumericina, allamandina, isoallamandina, allamancina, 3-O-metil allancina, 13-O-acetato
metil allamancina, allancidina, glicosil allancindina, protoplumericina A, protoplumericina B,
allanerosideo, plumierideo, deglicosil-plumierideo, 13-O-acetato de plumierideo, 13-
O-cumaroil plumierideo, cumarato de plumerideo, glicosil cumarato de plumerideo,
plumiepoéxido, gardenosideo, 10-diidrogardenosideo (PAl et a/, 1970; JEWERS et a/, 1971;
KUPCHAN et al, 1974; JEWERS et al, 1975; DIXIT et al, 1982; COPPEN & COBB, 1983; ABDEL-
KADER et al, 1997; MALHEIROS et al, 1997). Os terpenos e esterdis: acido ursélico, B-amirina,
lupeol, acetato de lupeol, B-sitosterol, 5,6-diidroestigmasterol, sitosterona, acido octasandico
e trifolina (GUPTA et a/, 1969; AGRAWAL et al, 1983; MALHEIROS, 1995). Desses, destacam-se 0s
iridoides plumierideo (3) e os plumericina (4), em funcdo dos rendimentos e efeitos bioldgicos.
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O plumierideo (3) apresenta propriedade inibitéria de crescimento de plantas (ADAM
et al, 1979), potencial antifungico (AFIFI et a/, 2006), além do potencial inibitério sobre o
crescimento de plantas (TIWARI et a/, 2002) e acdo antitumoral em células de fibrosarcoma.
Algumas modificacdes na sua estrutura, como esterificacao da unidade glicosidica, hidrélise de
éster e amidacao, promoveram a formacao de derivados que demonstraram aumento da
citotoxicidade (DOBHAL et a/, 2004).



A plumericina (4) foi reportada por apresentar bioatividade frente a cultura de teci-
dos KB (KUPCHAN et a/, 1974), células 9KB (carcinoma nasofaringeal humano) (ANDERSON
et al., 1988). Este iridoide também apresenta atividade antimicrobiana (LITTLE &
JOHNSTONE, 1951; HAMBURGUER et a/, 1991), antifungica, além de ter acdo antineoplasica,
antiflogistica (BOLZANI et a/, 1998; LI, 2006) e potente atividade antileishmaniose
(CASTILHO et a/, 2007).

Espécies pertencentes ao género Allamanda L. vém sendo investigadas nos ultimos
anos por pesquisadores do NIQFAR da Universidade do Vale do Itajai e alguns resultados vém
chamando a atencao com destaque para a A. cathartica L. Um dos principais resultados estd
relacionado ao potencial antileucémico na proliferacdo e viabilidade celular de células
leucémicas da linhagem K562 e células endoteliais da medula espinhal (BMEC) e da veia
umbilical endotelial humana (HUVEC) (SCHMIDT et al, 2006). Os extratos de diclorometano
das raizes, caules e folhas e a plumericina (4) apresentaram citotoxicidade em células HELA
(FAQUETI, 2008). Também se constatou atividade antineopldsica em tumor de Erlish em ca-
mundongos para o extrato etandlico das partes aéreas (BERRI & SCARIOT, 2004). Resultados
promissores foram obtidos no NIQFAR, quando se avaliou o acido ursélico sobre o sono de
animais induzido por barbituricos (dados ndo publicados). Cabe ainda destacar a atividade
antiinflamatéria em diversos modelos experimentais de inflamacao induzidos por agentes
flogisticos apresentada pelo plumierideo (3) isolado das partes aéreas dessa planta (SIMAO
DA SILVA, 2007).

Os resultados apresentados tanto dos extratos como de compostos isolados desper-
tam bastante interesse na pesquisa com a A. cathartica L., em especial relacionado a propri-
edade antitumoral, tornando dessa uma espécie de grande interesse para a futura producao
de fitofdrmacos ou como fonte de protdtipos para o estabelecimento de novos agentes
antitumorais.

Bauhinia forficatalink (Lequminosae)

O género Bauhinia L. compreende aproximadamente 300 espécies vegetais, encon-
tradas principalmente nas dareas tropicais do planeta. Muitas dessas plantas sao usadas na
medicina popular em varias regiées do mundo, incluindo Africa, Asia e América Central e do
Sul (SILVA & CECHINEL-FILHO, 2002; CECHINEL-FILHO, 2009b). No Brasil, as plantas do género
Bauhinial. sdo conhecidas como pata-de-vaca ou unha-de-boi. As folhas de Bauhinia forficata
Link (FIGURA 3) sao amplamente utilizadas no Brasil e em outros paises em forma de chas e
outras preparacoes fitoterapicas para o tratamento de vdrias enfermidades, mas principal-
mente, no tratamento do diabetes mellitus (PEPATO et al, 2002; CECHINEL-FILHO, 2009b).
Devido ao amplo uso popular, varios estudos foram conduzidos por meio de experimentos
pré-clinicos e clinicos.
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FIGURA 3: llustracao das folhas e flores (A) de B. forficatalink; (B) detalhes da flor
(Arigony, 2005)

Dessa forma, a atividade anti-hiperglicemiante do extrato aquoso, etandlico e hexanico
de B. forficata Link foi investigada em modelo de diabetes induzido por aloxano em ratos. Nesse
estudo, os parametros bioquimicos estudados foram glicose plasmatica, triglicerideos séricos,
colesterol, lipoproteina de alta densidade (HDL) e lipoproteina de baixa densidade (LDL). Os
extratos foram administrados diariamente por 7 dias, em doses de 200 e 400mg/kg, via oral. Os
animais diabéticos apresentaram reducdes significativas na glicemia, triglicérides, colesterol
total e HDL apds o tratamento com os extratos, em comparacao com os controles diabéticos,
enquanto os niveis de LDL nao foram alterados. Os autores concluiram que os extratos da planta,
guando administrados via oral podem reduzir a glicemia, triglicerideos, colesterol total e colesterol-
HDL, sugerindo a validade do uso clinico de B. forficata Link no tratamento da diabetes mellitus
tipo Il (LINO et a/, 2004). Em outro estudo, foi avaliado o efeito da administracdo da fracdo -
butanol do extrato das folhas de 8. forficatalink, via oral, sobre os niveis sanguineos de glicose em
ratos. A administracao dessa fracdo levou a uma reducéo significativa dos niveis de glicemia em
ratos normais e diabéticos. O efeito hipoglicemiante foi observado em doses de 500 e 600mg/kg,
1 e 2 horas apds o tratamento, respectivamente, em ratos normais. O efeito maximo foi observa-
do com 800mg/kg, 1 hora apds o tratamento em animais diabéticos (SILVA et a/, 2002).



Os efeitos do uso da decoccao de folhas de B. forficata Link (150g/L de dgua), como
substituto de agua potavel induzida por 1 més sobre o diabetes por estreptozotocina em ratos
Wistar machos, foram investigados. Os ratos diabéticos tratados com decoc¢do mostraram re-
ducao significativa nos niveis de glicose no soro e na urina (PEPATO et a/, 2002). A partir da
fracdo n-butandlica do extrato das folhas, foi isolado um flavonoide majoritario conhecido como
dirhamnosideo kaempferol-3 ,7-O-(alfa) (kaempferitrina), em concordancia com os estudos
preliminares descritos (SILVA et a/, 2001) que indicavam essa substancia como um possivel
marcador para a espécie. Esse marcador também foi isolado da B. forficata Link por Menezes et
al. (2007), além da quercetina-3,7-0-dirhamnosido, a partir de extrato aquoso das folhas, com
comprovada atividade hipoglicemiante em camundongos. Além do kaempferol, Pizzolatti et
al. (2003) evidenciaram a presenca de 4 flavonoides glicosilados nas folhas da B. forficata, a 3,7-
di-O-a-L-ramnopiranosilkaempferol, 3,7-di-O-a-ramnopiranosilquercetin, 3-O-[a-L-
ramnopiranosil-(1—6)-B-D-glucopiranosil]-7-O-a-L-ramnopiranosilkaempferol e 3-O-[a-L-
ramnopiranosil-(1—6)-B-D-glucopiranosill-7-O-a-L-ramnopiranosilquercetina. Das flores so-
mente foi isolado o 7-O-a-L-ramnopiranosilkaempferol.

Os efeitos desse composto sobre os niveis de glicose no soro bem como seu potencial
antioxidante foram avaliados. A administracdo oral de kaempferitrina levou a um significativo
efeito hipoglicemiante em ratos normais e em ratos com diabetes induzida por aloxano. Em
ratos normais, a diminuicao da glicemia foi observada somente com a dose mais elevada de
kaempferitrina (200mg/kg), 1 hora apds o tratamento. Porém, o efeito hipoglicemiante de
kaempferitrina em ratos diabéticos foi evidente em todas as doses testadas (50, 100 e 200mg/
kg), e esse perfil foi mantido durante todo o periodo estudado, para as doses mais elevadas.
Além disso, o composto mostrou significativa atividade antioxidante (SOUSA et a/, 2004).

Cunha et al. (2010) investigaram a atividade hipoglicemiante de extratos secos das
folhas de B. forficataLink folhas, bem como a influéncia dos processos de secagem e granulacao
nessa atividade, utilizando ratos com diabetes induzida por streptozotocina. Apds 7 dias de
tratamento (200mg/kg), a glicemia de jejum foi determinada, os figados retirados para deter-
minacao de glicogénio hepatico e também observado que os extratos secos agem de maneira
diferente de glibenclamida.

Por outro lado, em um estudo clinico, Russo et a/. (1990) relataram que a infusdo prepa-
rada com as folhas da B. forficata Link ndo apresentou efeito hipoglicemiante em pacientes
com glicemia normal e em pacientes com diabetes tipo Il (ndo insulino dependente). Também
sdo relatados estudos que verificaram que o extrato alcodlico de folhas dessa planta ndo reduz
a concentracao da glicose em ratos diabéticos induzidos pela streptozotocina (DAMASCENO et
al, 2000 apud SILVA E CECHINEL-FILHO, 2002). Os resultados discrepantes, segundo Silva e
Cechinel-Filho (2002), podem ser devido a varios aspectos ndo levados em consideracao nes-
sas investigacdes, como os fatores ambientais (tipo de solo, clima, dentre outros) e sazonais.

Com relagdo aos estudos toxicoldgicos, o efeito do extrato aquoso de B. forficata Link
sobre a reproducao e os sistemas antioxidantes em ratas diabéticas for avaliado por Volpato et
al. (2008). As doses avaliadas foram de 500mg/kg do 0 ao 4° dia de gestacao, 600mg/kg do 5° ao
14° dia e 1.000mg/kg do 15° ao dia 20°. Os resultados mostraram que as matrizes diabéticas
apresentaram aumento do nivel da glicemia, reabsorcao, peso placentério, indice placentario
e anomalias fetais. Foi observado também reducéo de Glutationa (GSH) e Superéxido dismutase

FARMACOGNOSIA

—
N
(9}



| FARMACOGNOSIA

—
N
(@)

(SOD), de fetos vivos, de aumento de peso materno, de peso do Utero gravidico e de peso fetal.
Além disso, foi verificado que o tratamento com B. forficata Link ndo teve nenhum efeito
hipoglicemiante, ndo melhorou o desempenho reprodutivo das ratas diabéticas, mas contri-
buiu para manter a concentracao de GSH semelhante a grupos nao diabéticos, sugerindo rela-
¢ao com a diminuicao da incidéncia de anomalias viscerais.

Tzeng et a/. (2009) avaliaram a ativacado das vias de transducdo de sinal e sobre a secrecdo de
adipocinas pela estimulacao da kaempferitrina em adipécitos. Os autores demonstram que o trata-
mento com o marcador resultou em um aumento no nivel de regulacao da fosforilacdao sobre os
receptores beta e o substrato 1 do receptor de insulina, além de estimular a secrecdo de adiponectina
de modo mais sustentado do que a prépria insulina. Os resultados evidenciam o efeito dual da
substancia, de um lado aumentando a resisténcia a insulina pela ativacdo das vias classicas de
transducao da insulina e, por outro, aumentando a secrecao de adiponectina, podendo auxiliar a
promocao da sensibilidade periférica a insulina. Os autores concluem que a kaempferitrina pode
representar um potencial farmaco ou suplemento alimentar para diabéticos.

Dentre os estudos de controle de qualidade da droga vegetal comercializada no Sul do
Brasil, destaca-se o grande numero de reprovacao de amostras, sendo que, das 6 analisadas,
todas foram reprovadas quanto a presenca de material estranho (>2%), identificacdo microsco-
pica positiva somente para 2 amostras e presenca de kaempferitrina (CCD e CLAE) somente
em 4 amostras (ENGEL et a/, 2008). Como subsidio a diferenciacao entre a B. forficatalink e a B.
variegata L., Lusa e Bona (2009) descrevem andlises em microscopia fotonica e eletrénica de
varredura das folhas destas espécies.

Para essa espécie, ha varios estudos na literatura sobre o desenvolvimento tecnolégico
de extratos que podem subsidiar a obtencao de fitoterdpicos bem como o efeito da posicao do
atomizador e das condi¢des de operacdo na obtencao de extrato seco de B. forficata Link por
secagem em leito, com o monitoramento do produto - propriedades fisicas, degradacao de
flavonoides (SOUZA & OLIVEIRA, 2005). Souza et a/. (2009a) avaliaram o uso de dois distintos
secadores (leito de jorro e spray dryen para a producao de extratos secos de B. forficata Link,
obtendo, com sucesso, um produto seco adequado sob o ponto de vista fisico e quimico (ana-
lise de perfil cromatografico dos flavonoides por CLAE). Os autores compararam os métodos de
secagem e monitoraram a bioatividade dos extratos secos quanto a atividade antioxidante /n
vitro e observaram uma pequena reducdo na atividade sequestradora de radicais livres nos
extratos secos, atribuindo a rea¢des oxidativas, decomposicdo e/ou perdas de compostos
termoldbeis induzidas pelo calor. Cunha et a/ (2010) mostraram que os processos de secagem
por spray dryerou estufa na obtencao de extrato seco de B. forficata Link nao alteraram signifi-
cativamente o perfil de flavonoides (por CLAE) e sua atividade hipoglicemiante.

Calophyllum brasiliense Cambess. (Clusiaceae/Guttiferae)

O género Calophyllum L. possui distribuicao pantropical e é constituido de 180 a 200
espécies de grande interesse econdmico, pois sdo arvores empregadas na producao de madei-
ras nobres. A Calophyllum brasiliense Cambess. € uma espécie arbdérea e amplamente distri-



buida do Brasil ao México (REYES-CHILPA et a/, 2008), conhecida popularmente como guanandi,
guarandi, olandi ou jacaretiba (NOLDIN et a/, 2006), com altura variando entre 20 a 40m e
diametro de 40 a 60cm, que se desenvolve preferencialmente em ambientes ciliares, devido a
sua preferéncia em colonizar solos com alta saturacao hidrica (FIGURA 4). Esta presente princi-
palmente na Mata Atlantica e no Cerrado brasileiro (JUNIOR et a/, 2005, NOLDIN et a/, 2006,
CECHINEL FILHO et a/, 2009). A infusdo da casca é usada popularmente no tratamento de reu-
matismo, varicoses, hemorroidas, Ulceras cronicas e diarreia; na Guiana, misturada com Coutarea
hexandra (Jacq.) K. Schum., é empregada no tratamento de diabetes e verminose (NOLDIN ez
al, 2006, REYES-CHILPA et al, 2008).

Por ser uma espécie usada em éreas de reflorestamento, estudos morfoanatomicos
(JUNIOR et al, 2005) e de cultivo (VIEIRA et a/, 2003) sao descritos na literatura.

Na analise da composicao quimica das diferentes partes da planta, das raizes foram
isoladas as substancias 1,5-diidroxixantona, friedelina e acido betulinico, enquanto nos frutos
os principais compostos sdo acido galico e acido protocatético e, em menor proporcao, o
hiperosideo. Nas flores ha predominancia de acido protocatético e epicatequina e ent
epicatequina (NOLDIN et a/, 2006; CECHINEL FILHO et a/, 2009c¢).

FIGURA 4. llustracao das partes aéreas, folhas, flores e frutos de C. brasiliensis.

Estudos farmacoldgicos utilizando o extrato hexanico obtido das cascas da C. brasiliensis
revelaram uma significativa atividade gastroprotetora (SARTORI et a/, 1999). Resultados seme-
Ihantes foram obtidos com o extrato hidroetandlico e fracao diclorometano, atribuindo essa ativi-
dade ao aumento nos niveis de PGE, (SOUZA et al, 2009b). Parte dessa atividade parece estar
atribuida a presenca dos compostos mammea A/B, mammea C/AO e xantonas, podendo ser
evidenciada a atividade inibitéria sobre a bomba de K*/ATPase e H* (REYES-CHILPA et a/, 2006).
Cabe ressaltar ainda a atividade antiespasmadica e indutora de proliferacao linfocitaria do extrato
metandlico (EMENDORFER et a/, 2005; PHILIPPI et a/, 2010), anti-hipertensiva do extrato de caule
e folhas (BRAGA et a/, 2007), além da atividade antineoplasica do extrato de caules e folhas
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(BRAGA et al, 2007; SUFFREDINI et a/, 2007) e dos compostos isolados Coumarins (RUIZ-MAR-
CIAL et al. 2007), Calophylloide, mammea B/BB (ITO et a/, 2006) e GUT-70 (KIMURA et al, 2005).

Estudos tém demonstrado atividade contra bactérias Gram-positivas (DHARMARATNEET
et al, 1999; COTTIGLIA et a/, 2004; PRETTO et a/, 2004 ), sendo que Pretto et a/. (2004) verifica-
ram que alguns dos compostos responsaveis pela atividade eram o acido protocatético e 1,5-
dihidroxichalcona. Souza et a/ (2009b) demonstraram que a fracdo diclorometano do extrato
hidroalcodlico apresentou atividade contra a bactéria Gram-negativa Helycobacter pylori, que
é responsavel por alguns tipos de Ulcera péptica, gastrite e cancro do estdbmago. Extratos dessa
planta ainda apresentam atividade contra fungos filamentosos (Reyes-Chilpa et al., 1997; Pretto,
2004) e o acido protocatético foi ativo contra o fungo leveduriforme Candida sp (Pretto et al,,
2004). Atividade antiparasitaria também tem sido relatada contra Leishmania amazonensis e
contra Trypanosoma cruzi (NOLDIN et al, 2006; CECHINEL FILHO et a/, 2009). Cumarinas e
xantonas isoladas dessa planta apresentaram potente inibicdo da transcriptase reversa do HIV-
1 (MCKEE et a/, 1998, DHARMARATNE, 2002; ITO et a/, 2002; NOLDIN et a/, 2006).

Curcuma zedoaria (Christm.) Roscoe (Zingiberaceae)

A C zedoaria (Christm.) Roscoe, conhecida como zedoraria, gajitsu, dentre outras, é uma
erva perene (FIGURA 5), encontrada em paises tropicais, como india, Japao, Tailandia, etc., e ocor-
re em abundancia no Brasil, onde estd muito bem adaptada. Tem amplo uso medicinal, especial-
mente seus rizomas, que sao empregados para no tratamento de distintas enfermidades, incluin-
do cancer, hepatite, diarreia, infeccoes, inflamacbes, processos dolorosos, dentre outros. Muitos
de seus apregoados efeitos medicinais foram confirmados em estudos pré-clinicos, cujos princi-
pais principios ativos sao os terpenos (NAVARRO et al, 2002; LOBO et a/, 2009).

FIGURA 5: Partes aéreas de C zedoaria(Christm.) Roscoe
Fonte:http://www.gingersoftexas.com/images/albums/NewAlbum_2b811/tn_curcuma_zedoaria.jpg



Estudos farmacolégicos indicaram que o extrato aquoso obtido da C zedoaria apresenta
atividade antiproliferativa sobre células de leiomioma (BAJRACHARYA et a/, 2009) e
miofibroblastos hepaticos humanos (KIM et a/, 2005). Esses efeitos parecem relacionados com
0 aumento nos niveis de PGE, e COX, (KIM et a/, 2005). Foi ainda observada atividade
antimutagénica para o extrato aquoso (Peng et al., 2010), extrato metandlico (PENG et a/, 2010)
e fracao CZ1-1-lll (KIM et al, 2000), atividade citotoxica dos compostos isolados curcumina e
bisdemetoxicurcumina para células de cancer ovariano (SYU et a/, 1998), reducdo do sarcoma
pela fracdo CZ1-1-Ill (KIM et a/, 2000) e inibicdo do crescimento de células Vero pelo extrato
bruto de C zedoaria (SEO et al, 2005).

Matsuda et a/. (1998) demonstraram o efeito hepatoprotetor dos seguintes compostos
isolados desta espécie: curcumina, furanodienona, germacrone, isocurcumenol, aerugidiol,
zendoarondiol, curcumenona, curdiona e curcumenol (5). Trabalhos desenvolvidos por pesqui-
sadores vinculados a Univali comprovaram a atividade antinociceptiva dos compostos
curcumenol e diidrocurdiona (NAVARRO et a/, 2002; PAMPLONA et al, 2006), enquanto outros
investigadores confirmaram acao antiinflamatéria para os compostos furanodieno,
furanodienona e diidrocurdiona (YOSHIOKA et a/, 1998, MAKABE et a/, 2006).

H
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Foram relatadas ainda as atividades antioxidantes do éleo essencial e do composto isola-
do curcumina (LOC et a/, 2008), efeito excitatério do decocto (XU et a/, 2001) e reducao nos niveis
de NO, e expressao de iNOS e COX, com o extrato bruto (HONG et al, 2002; SEO et al, 2005), B-
turmerona e Ar-turmerona (HONG et a/, 2002; LEE et a/, 2002). O composto 1,7-bis(4-hidroxifenil)-
1,4,6-heptatrieno-3-one foi capaz de reduzir os niveis de no e a expressao de iNOS (JANG et al,
2004), a curdiona foi capaz de interferir nos niveis de PGE, e COX, (OH et a/, 2007) e os compostos
1,7-bis(4-hidroxifenil)-1,4,6-heptatrieno-3-one, procurcumenol e epiprocurcumenol reduziram
os niveis de TNFa e macréfagos estimulados com LPS (JANG et a/, 2001).

Drimys brasiliensis Miers (Winteraceae)

A Drimys secao wintera é nativa do sul do Brasil e de alguns outros paises da América do
Sul. Em Santa Catarina, o género Drimys J.R. Forst. & G. Forst. ocorre em duas espécies: Drimys
angustifolia Miers (Drimys WINTERI J.R. ForsT. & G. ForsT.), sinonimia: Drimys winteri fo. angustifolia
(Miers) Eichl e Drimys brasiliensis Miers subsp. sylvatica (Sant Hilaire) Ehrendorfer & Gottsb,
sinonimias: Drimys granadensis L. var. sylvatica A. St.-Hil.; Drimys granadensisL. f. var. montana
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A. St-Hil.; Drimys granadensis L. f. var. axillaris A. St.-Hil.; Drimys brasiliensis Miers var. sylvatica
(A. St.-Hil.) Ehrend., Silberb.-Gottsb. & Gottsb.; Drimys brasiliensis Miers var. montana (A. St.-Hil.)
Hauman e Drimys montana (A. St.-Hil.) Miers. Essas espécies sao conhecidas popularmente
como casca-d’anta, casca-de-anta, cataia, cad-pororoca, canela-amarga, capororoca-picante,
carne-de-anta, melambo, e pau-pra-tudo (FIGURA 6). Sao utilizadas na regiao do Planalto
Catarinense, como condimento para carnes, usando a casca em p6 como substituto da pimen-
ta-do-reino. Também sao empregadas como estimulante, antiespasmoédico, aromatico,
antidiarreico, antifebril, contra hemorragia uterina, em certas afeccées do trato digestivo e,
algumas vezes no tratamento do cancer (SIMOES et a/, 1986; TRINTA & SANTOS, 1997; LORENZI
& MATOS, 2002; ABREU et al, 2005).

FIGURA 6. Partes aéreas da Drimys brasiliensisMiers

As principais classes de metabdlitos secundarios encontradas nesse género sao os
sesquiterpenos e flavonoides. Dentre os sesquiterpenos, encontra-se a subclasse dos drimanos,
gue possue grande variedade de atividades bioldgicas, incluindo antibacteriana, antifingica,
repelente, inseticida, reguladora de crescimento de planta, citotdxica, antinociceptiva, dentre
outras (ANKE & STERNER, 1991; JANSEN & GROOT, 1991, 2004; MALHEIROS et a/, 2001; CASTELLI
et al, 2005; MALHEIROS et a/, 2005).

O poligodial (6), encontrado no extrato cloroférmico das cascas e estudado por pesqui-
sadores do NIQFAR em colaboracao com outros centros de pesquisa, mostrou-seativo em con-
tracdes induzidas por varios mediadores quimicos que participam da etiologia de doencas
respiratérias (EL SAYAH et a/, 1998, 2000). Também apresentou potente atividade
antinociceptiva, antiinflamatodria e antialérgica em camundongos (TRATSK et al, 1997;
CECHINEL-FILHO et a/, 1998; MALHEIROS et a/, 2001; CUNHA et a/, 2001) e anti-hiperalgésicas
(MENDES et a/, 1998). O mecanismo de acao antinociceptiva parece envolver interacao com o



sistema opioide, apresentando-se com grande potencial para implementacao no arsenal de
analgésicos (MENDES et a/, 2000; MARTINI et a/, 2006). Foi demonstrado que esse drimano
induz a acdo vaso-relaxante mediada pela liberacdo de 6xido nitrico (NO) ou por uma substan-
cia relacionada ao endotélio vascular (ANDRE et a/, 1999; EL SAYAH et al, 2000). Os estudos
também comparam a acao do poligodial com aquelas causadas pela acetilcolina e pelo
nitroprussideo de sédio (SNP) nos corpos cavernosos de coelho /n vitro (André et al., 2003).

Além do poligodial, destaca-se o drimano drimanial (7) isolado do extrato das cascas, que
também apresentou atividade antinociceptiva envolvendo a participacdo em receptores vaniloides,
causando antinocicepcao persistente similar aquele induzido pela capsaicina no estudo de trata-
mento em ratos neonatos (MALHEIROS et a/, 2001; SCHEIDT et a/, 2002; ANDRE et a/, 2004). Também
evidenciou pronunciada acdo antinoceptiva na doraguda na dor crénica, possivelmente por interagao
com receptores de glutamato tanto em nivel periférico quanto medular ou supramedular (SCHEIDT
et al, 2002; ANDRE et a/, 2004; ANDRE et al, 2006; MARTINI et a/, 2007).

O 1-B-(p-metoxicinamil-poligodial) (7) exibiu acao antinociceptiva pela rota

intraperitonial e oral em contor¢des abdominais induzidas pelo acido acético em camundon-
gos (CECHINEL FILHO et a/, 1998, MALHEIROS, 2001).

O poligodial (6) apresentou atividade para os fungos Epidermophyton floccosum e
Trichopyton rubrum, com CIM (ug/mL) de 3 e 25, respectivamente e o 1-B-(p-metoxicinamil-
poligodial) (8) foi ativo contra os fungos Epidermophyton floccosum, Trichopyton rubrum e
Trichophyton mentagrophyte, com CIM (ug/mL) de 6,25 (MALHEIROS et a/ 2005). Também
observou-se a inibicao da sintese de ATP acoplada a oxidagdo succinato (IC, = 2,4+0,1uM) e
inibicdo de transporte de elétrons e atividade de ATPase (IC,,=97+4uM). Tais mecanismos po-
dem estar relacionados com atividade antifingica desses compostos (CASTELLI et a/, 2005).
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Esses dados apresentados estimulam a continuidade dos estudos, com potenciais can-
didatos a marcadores para a droga vegetal e fitoterapicos ou ainda candidatos a fitofarmacos e/
ou protdtipos para a obtencao de novos agentes terapéuticos.

Ipomoea pes-caprae (L.) R. Br. (Convolvulaceae)

A /. pes-caprae (L.) R. Br. (FIGURA 7) é uma planta de restinga que coloniza o pés-praia
e a duna frontal nas regides tropicais e subtropicais do mundo inteiro, uma vez que o seu
crescimento requer temperaturas quentes. No entanto, sua ocorréncia natural ndo é perma-
nente ao longo do tempo, devido ao efeito das marés altas ou a expansdo das praias e dunas
em periodos favoraveis de deposicao (CASTELLANI & SANTOS, 2005). Em virtude de seu pré-
prio local de origem, é amplamente utilizada por pescadores e banhistas no tratamento de
ferimentos na pele causados pelas aguas-vivas (WASUWAT, 1970; CHRISTMAN, 2000;
CASTELLANI & SANTOS, 2005). Também é utilizada na medicina popular de muitos paises
para a cura de inflamacgdes, célicas, processos dolorosos e desordens gastrointestinais
(Pogprayoon et al. 1989; Assis et al., 1994; Khan et al., 1994).

FIGURA 7. Partes aéreas e flores da /. pes-caprae(L.) R. Br.



Estudos realizados por Pangprayoon ET AL., 1989, demonstraram que o extrato bruto da
lpomoea pes-caprae (L.) R. Br. apresentou atividade antiespasmadica, que parece envolvida
com a presenca dos compostos isoprenoides beta-damascenona e E-phytol (PONGPRAYOON
et al, 1989; 1992). Evidenciou-se também a atividade antinociceptiva do extrato metandlico
(SOUZA et al, 2000) e dos compostos isolados glochidona, acido betulinico, acetato de a- e -
amirina e isoquercitrin (KROGH et a/, 1999). Ha relatos acerca da atividade imunoestimulatéria
do extrato metanélico (PHILIPPI et a/, 2010), atividade inibitéria do extrato bruto sobre a agre-
gacao plaquetaria (ROGERS et a/, 2000) e sintese de PGE, (PONGPRAYOON et a/, 1991b), efeito
inibitdrio de ésteres de acido quinico sobre a colagenase (TERAMACHI et a/, 2005), bem como
da eficacia do extrato bruto contra dermatite induzida por dgua-viva (PONGOPRAYOON et a/,
1991a).

As partes aéreas da /. pes-caprae foram caracterizadas como matéria-prima farma-
céutica quanto aos ensaios de perda por dessecacdo, teor de extrativos, cinzas totais, cinzas
acidas insoluveis e sulfatadas, teor de flavonoides totais (TFT) e cromatografia em camada
delgada (CCD) (BARNI; CECHINEL FILHO; COUTO, 2009). O teor de extrativos e flavonoides
totais sempre foi maior nas folhas, e a isoquercitrina foi evidenciada em todas as solugdes
hidroetandlicas a 5%, obtidas com aquecimento sob refluxo. Em estudo a ser publicado, em
vias de publicacdo, Couto e colaboradores (2010) otimizaram as condi¢cdes do processo
extrativo por maceragdo e validaram a atividade antinocicetiva e antiinflamatéria para o
extrato otimizado, obtido a partir de 12,5% (m/V) (planta:solvente), em alcool 70°GL, no tem-
po de 5 dias. No experimento das contor¢des abdominais induzidas por acido acético, o
extrato (5-20mg/kg) produziu uma inibicao do niumero de contor¢des abdominais de forma
estatisticamente significante. No modelo da pleurisia, verificou-se que o extrato de / pes-
caprae (5,10, 15 e 20mg/kg, i.p) foi capaz de inibir, de forma significativa e dependente, a
migracdo celular para a cavidade pleural.

Marrubium vulgare L. (Lamiaceae)

Marrubium vulgare L. (sinonimia: Marrubium album Car. et. Lag) (FIGURA 8), pertencen-
te a familia Lamiaceae, é uma planta herbacea, que floresce de junho a setembro, sendo encon-
trada principalmente nos estados do Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Parana e Séo Paulo (PIO
CORREA, 1984). E conhecida popularmente como marroio, marroio-branco, marroio-comum e
maromba, e usada em forma de cha estimulante, antiespasmédico, febrifugo, e para tratar o
virus influenza, além da asma. Suas raizes sao indicadas como diuréticos e nas doencas do figado
e rins (PIO CORREA, 1984; BALME, 1982; CIRILO, 1993; LORENZI & MATOS, 2002).
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FIGURA 8. Marrubium vulgarel.

O género Marrubium é conhecido por produzir grande quantidade de diterpenoides,
como a marrubiina, identificada em 1842 e isolada, pela primeira vez, das folhas da espécie M.
vulgare (APPLETON et a/, 1967, HENDERSON & MCCRINDLE, 1969). E importante mencionar
gue a marrubiina é gerada como artefato durante o processo de extracao, a partir do metabélito
secundario pré-marrubiina (FIGURA 9, composto 1). Considerando que o uso medicinal dessa
espécie envolve extracdo mediante aquecimento, a marrubiina é sempre produzida, e o efeito
medicinal relacionado principalmente a presenca dessa substancia, levando em conta o seu
alto rendimento e suas propriedades biolégicas relatadas em estudos prévios (APPLETON et al,
1967; KNOESS & ZAPP, 1998).

Pré-marrubiina(1) M arrubiina(2)

FIGURA 9. Formagao da marrubiina a partir da pré-marrubiina



Estudos realizados com o diterpeno marrubiina revelaram propriedades anti-
hipertensiva, antidiabética, analgésica e antiedematogénica (HERRERA-ARELLANO et a/, 2004;
DE SOUZA et al, 1998; DE JESUS et a/, 1999; MEYRE-SILVA et a/, 2005; EL BARDAI et a/, 2003a;
STULZER et al, 2006)

POr causa da sua importancia bioldgica, foram conduzidos estudos para a otimizacdo de
sua obtencao a partir das partes aéreas de M. vulgare, que evidenciaram aumento significativo
no rendimento da extracdao com a utilizacao do polimero natural quitina com baixo custo
(RODRIGUES et al, 1998).

Modificacbes quimicas foram realizadas e viabilizaram a obtencdo dos derivados de
marrubiina, identificados como acido marrubiinico, marrubenol, éster benzilico do acido
marrubiinico e éster metilico do acido marrubiinico. Todos os derivados foram avaliados quan-
to a atividade analgésica em camundongos. Marrubenol apresentou a maior atividade com
inibicdo de 94% as contor¢cdes abdominais induzidas pelo acido acético, sequido pela
marrubiina, 4cido marrubiinico e seus ésteres (MEYRE-SILVA et a/, 2005). Estudos realizados
com o acido marrubiinico e marrubenol demonstraram também acédo colerética e cardiovascular,
respectivamente (KREJCI & ZADINA, 1959; EL BARDAI et a/, 2003b).

Estudos fitoquimicos realizados com essa espécie tém revelado a presenca de uma
variedade de compostos como alcaloides, esteroides, lactonas, terpenos, taninos, aclcares e
vitamina C. Alguns dos compostos isolados, além da marrubiina e pré-marrubiina, destacam-
se apigenina, apigenina 7-O-glucosideo, apigenina 7-lactato, apigenina 7-(6"-p-coumaroil)-
glucosideo, luteolina, luteolina 7-O-B-D-glucosideo, luteolina 7-lactato, crisoeriol, quercetina
3-C-a-L-ramnosil-glucosideo, isoquercitrina, acido ursélico, acido galico, acido cafeico, cafeoil
maleico, vulgarol, vulgarin, B-sitosterol, estigmasterol, vitexina, acteosideo, forsitosideo B,
arenariosideo, ballotetrosideo, marrubosideo B, acetil marrubosideo, marrubenol (SAHPAZ et
al, 2002; POPA &, SHAMSHIR KH SALEI 1973; NAWWAR et al, 1989; POPA & PASECHNIK, 1975;
POPA & PASECHNIK, 1968; KOWALEWSKI & MATLAWSKA, 1978; AMER, 1993).

Vdrios estudos com relacdo a atividade bioldgica tém sido realizados com M. vulgare,
demonstrando efeito como hipoglicemiante, hipotensivo, antioxidante, anti-inflamatoério, acdo
colerética, hipolipidémico e antiasmatico (ROMAN et a/, 1992; WEEL ET AL., 1999; EL BARDAI et
al, 2001; BERROUGUI et a/, 2006; KREJEI & ZADINA, 1959). Estudos evidenciaram que o extrato
hidroalcodlico, obtido das partes aéreas de Marrubium vulgare, apresenta efeito
antiespasmadico, antidiabético e analgésico, sendo esta ultima atividade relacionada a pre-
senca do composto majoritario, a marrubiina (SCHLEMPER et a/, 1996; NOVAES et a/, 2001; DE
JESUS et al, 1999; DE SOUZA et al, 1998).

Além das atividades supracitadas, estudos com as folhas de M. vulgare demonstraram
discreta atividade antidiabética e moderada atividade antimicrobiana contra as bactérias Gram-
positivas Bacillus subtilis, Sthapylococcus epidermidis e Staphylococcus aureus (AL-BAKRI et
al, 2007; MASOODI et a/. 2008). Embora geralmente essa planta ndo tenha demonstrado ativi-
dade contra bactérias Gram-negativas, Masoodi e colaboradores (2008) relataram atividade
contra Escherichia coli e Proteus vulgaris, porém inativo contra Pseudomonas aeruginosa.
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A importancia quimica e bioldgica dessa espécie pode ser confirmada pela publicacado
da patente identificada como W02007018432 de 2007 com o titulo:“ Marrubiin and composition
for reducing snoring, package and method”. A presente invencdo refere-se a formulacdo farma-
céutica com aplicacdo no tratamento da asma (BRAND & GOEDBLOED, 2007).

Outros estudos envolvendo o extrato metandélico (MATKOWSKI & PIOTROWSKA et al,
2006; FIRUZI et al, 2010), extrato aquoso (BERROUGUI et a/, 2006) e os polifendis isolados
dessa planta - acteosideo-1, forsythoside B2, arenariosideo-3 e balotetrosideo-4 (MARTIN-
NIZARD et a/, 2003) — apresentaram atividade antioxidande em diferentes modelos /in vitro.
Foi comprovada também a acdo vaso-relaxante, hipotensor e anti-hipertréfico do extrato
aquoso (EL BARDAI et al, 2001; 2004) e vaso-relaxante dos compostos isolados marrubiin e
marrubenol (EL BARDAI et a/, 2003a; 2003b).

Novaes et al (2001) e Roman Ramos et al. (1992) descreveram a atividade
hipoglicemiante do extrato bruto da M. vu/gare, além da atividade antinociceptiva e
antiedematogénica do composto marrubiina (DE JESUS et a/, 2000; STULZER et a/, 2006),
antinociceptiva do acido marrubiinico (MEYRE-SILVA et al, 2005), bem como o efeito inibitério
do composto éster de fenilpropanoide glicosidico sobre a enzima COX, (SAHPAZ et a/, 2002).

Finalmente, o extrato de M. vulgare mostrou atividade principalmente para as bactéri-
as Gram-positivas Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus (AL-BAKRI; AFIF, 2007) e Paenibacillus
larvae (GONZALES, MARIOLI, 2010), e fraca atividade ou inativa contra bactérias Gram-negati-
vas Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa (AL-BAKRI; AFIF, 2007) e Mycobacterium
tuberculosis (MOLINA-SALINAS et a/, 2006).

Maytenus robusta Reissek (Celastraceae)

Muitas espécies da familia Celastraceae vém sendo alvo de estudos para desvendar
suas propriedades quimicas, botanicas ou farmacoloégicas, além de manter um controle de
qualidade eficiente. A familia Celastraceae compreende cerca de 60 géneros e mais de 200
espécies distribuidas nas regides tropicais e subtropicais de todo o mundo. Algumas espécies
apresentam importantes efeitos farmacolégicos como anti-inflamatério, analgésico,
antioxidante, antimalarico e antimicrobiano (VELLOSA, et a/, 2006; SOSA et al, 2007; PESSUTO
et al, 2009; BAGGIO et al, 2009; MARTUCCIELLO et a/, 2010). Dentre as mais estudadas, desta-
ca-se a Maytenus ilicifolia (Schrad.) Planch., conhecida como espinheira-santa, cancerosa,
espinheira- divina, salva-vidas, dentre outros. No Brasil sdo utilizados nos casos de ulcera esto-
macal, processos inflamatorios e feridas (KROGH, 1996). O efeito terapéutico da Maytenus
flicifolia (Schrad.) Planch. manifesta-se ndao somente no estdmago, combatendo as dispepsias,
gastralgias hipercloridricas, etc., mas também no intestino exercendo agdo analgésica (CARLINI,
1988). Até o presente, inUmeras substancias tém sido isoladas, incluindo triterpenoides,
alcaloides, flavonoides, taninos e sesquiterpenos (NIERO et a/, 2006; REYES et a/., 2006;
TORPOCCO et al, 2007; GUTIERREZ et al, 2007; PESSUTO et a/, 2009). No entanto, ainda nao se



tem um controle de qualidade efetivo pela falta de um marcador quimico eficiente. Um fator
importante foi a descoberta de uma espécie endémica da regido e identificada como Mayrenus
robusta Reissek (FIGURA 10).

FIGURA 10. llustragdo do ramo com inflorescéncia de M. RobustaReissek

Estudos realizados em nossos laboratérios demonstraram que essa planta apresenta
constituicdo quimica semelhante a M. Jlicifolia (Schrad.) Planch. (NIERO et a/, 2001). Recente-
mente um estudo fitoquimico permitiu o isolamento e a identificacdo de um triterpeno inédi-
to na literatura e denominado de 3,15-dioxo-21a-hydroxy-friedelan. Esse composto, em dados
preliminares, mostrou-se efetivo em diferentes modelos farmacolégicos de dor e inflamacéo e
importante perfil antiulcerogénico (NIERO et a/, 2006; ANDRADE et a/, 2007; 2008).

Rubus imperialisCham. & Schltdl. (Rosaceae)

A familia Rosaceae é representada por cerca de 100 géneros e mais de 700 espéci-
es, sendo a maioria dessas espécies encontrada em climas temperados (JOLY, 1991). Na flora
brasileira, é representada por cinco géneros, vicejando principalmente o sul do Pais. O género
Rubus L., em especial, tem se destacado por causa de seus frutos saborosos, usados também
para fazer geleias e doces. Na medicina popular, suas folhas sdo empregadas em infuso com
proposito terapéutico. Muitas espécies tém sido alvo de varios estudos cientificos visando a
avaliacdo do potencial farmacolégico de extratos e compostos isolados (PATEL et a/, 2004;
NAN, et a/, 2006; NIERO & CECHINEL FILHO, 2008; SISTI et a/, 2008; HONG et a/,, 2010). A.
imperialis (FIGURA 11) é um arbusto conhecido comumente como amora-branca, amora-do-
mato e suas folhas sdo usadas na medicina popular para o tratamento de diversas patologias,
como diabetes, processos inflamatérios e dolorosos (CIRILO, 1993; NIERO et a/, 1999).
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FIGURA 11. llustracdo das partes aéreas da R. imperialisCham. & Schltd|

Estudos farmacolégicos demonstraram significativa atividade antinociceptiva do extra-
to metandlico, fracdo de acetato de etila obtida das raizes e do composto isolado niga-ichigoside
F1 (NIERO et a/, 1999; NIERO et al, 2002; KANEGUSUKU et a/, 2002; ARDENGHI et a/, 2006).
Ademais, pode-se citar a relevante atividade hipoglicemiante dos extratos metandlico e bruto
obtidos da R. imperialis Cham. & Schltdl. (NOVAES er a/, 2001; KANEGUSUKU et a/, 2002).

Em estudos realizados em nossos laboratérios, alguns extratos e um triterpeno denomi-
nado niga-ichigosideo F1 exerceram importante atividade antinociceptiva em diferentes mo-
delos experimentais em animais. Essa substancia foi aproximadamente 30 vezes mais potente
do que a aspirina e o paracetamol, dois medicamentos usados clinicamente (NIERO et a/, 1999).
Alguns extratos das partes aéreas também se mostraram bastantes efetivos em diminuir os
niveis de glicose em ratos hiperglicémicos, induzidos por aloxano (NOVAES et a/, 2001). Estu-
dos sobre a citotoxicidade frente & Artemia salina mostraram a inocuidade do niga-ichigosideo
F1. Mais recentemente, estudo realizado sobre o mecanismo da acao antinociceptiva dessa
substancia apresentou resultados importantes e que sugerem envolvimento tanto no sistema
adrenérgico quanto no serotonérgico, ndo tendo participacdo evidente no sistema opioide



(ARDENGHI et a/, 2006).

Paralelamente um estudo sobre a possivel atividade antimicrobiana foi realizado, em-
pregando extratos e fracdes obtidos de diferentes partes de A imperialis Cham. & Schltdl.
contra bactérias e fungos. O estudo demonstrou que as diferentes partes da planta apresenta-
ram acdo seletiva sobre bactérias Gram-positivas (BELLA CRUZ et a/, 2006). Por outro lado,
algumas substancias isoladas, incluindo o niga-ichigosideo F1(9), 4cido tormentico (10) e 3-O
metil-4-metileldgico (11), mostraram-se inativas, sugerindo que outros compostos presentes
nessa espécie possam ser os responsaveis pelo efeito encontrado (BELA CRUZ et a/, 2006).
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Em outro estudo, foi verificado que o extrato de R. imperialis apresentou a¢ao antiviral
contra Herpes simplex (MULLER et a/, 2007). Atualmente projetos subsidiados por 6rgios de
fomento apoiam um estudo de propagacdao em viveiros bem como controle de qualidade na
busca de um marcador quimico eficiente.
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CONSIDERACOES FINAIS

Conforme péde ser observado no decorrer do capitulo, os resultados obtidos em estu-
dos realizados na Universidade do Vale do Itajai e/ou em parceria com outras instituicdes de
pesquisa do Pais e do exterior permitiram evidenciar inUmeras substancias com relevantes e
promissoras propriedades bioldgicas. Muitas dessas moléculas demonstraram, em experimen-
tos pré-clinicos, ser mais efetivas do que farmacos disponiveis no mercado. Embora alguns
desses estudos validem o uso medicinal da maioria das plantas analisadas, algumas delas care-
cem de investigacdes mais aprofundadas, especialmente no que tange aos possiveis efeitos
toxicos. Salienta-se também a necessidade de evoluir nos estudos com preparagdes mais asse-
melhadas ao uso tradicional, na forma de infusos ou decoctos, visando avaliar a eficacia do uso
tradicional das plantas, além de outros aspectos como os estudos farmacognodsticos e demais
andlises que subsidiem a elaboracdo de monografias para o futuro controle de qualidade da
droga e derivados vegetais. Nos estudos realizados, identificaram-se varios potenciais
marcadores para as plantas, visando estabelecer novos fitoterdpicos, bem como, em alguns
casos, foram realizados estudos de desenvolvimento tecnoldgicos de extratos visando a sua
futura producao industrial.

Nos ultimos anos, constatou-se real aproximacao entre as universidades e o setor pro-
dutivo (industrias), porém, é cada vez mais necessario e urgente que se estabeleca no Pais uma
politica cientifica direcionada para a producao de medicamentos de origem essencialmente
brasileira. E para que isso efetivamente ocorra, é fundamental a integracdo entre o governo, a
industria farmacéutica e as universidades ou centros de pesquisa, pois somente dessa forma
sera possivel o aproveitamento racional da rica biodiversidade brasileira e os relevantes e
promissores resultados evidenciados pelos inimeros grupos de pesquisa na area de produtos
naturais e sintéticos bioativos do Pais.

Os resultados aqui descritos permitem constatar muitos avancos, confirmando o poten-
cial terapéutico das plantas selecionadas em modelos experimentais em animais e a desco-
berta de varios de seus principios ativos, porém muito ha que se fazer, em testes pré-clinicos e
clinicos, até atingir a tdo almejada meta: o desenvolvimento de novos e efetivos fitoterapicos,
fitofarmacos ou farmacos de origem brasileira.
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INTRODUCAO

A resisténcia dos agentes patogénicos aos farmacos
convencionais tem levado pesquisadores a buscar novas subs-
tancias de origem natural tanto para uso humano quanto ve-
terindrio. Os farmacos vegetais representam uma grande par-
cela nas descobertas de novos medicamentos, e a pesquisa
desses medicamentos apresentam inumeras limitagoes.

Oisolamento de substancias puras, identificacdo e ava-
liacdo da atividade biolégica compdem aspectos fundamen-
tais na cadeia de triagem de possiveis substancias ativas de
origem vegetal.
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Considerando a variabilidade botanica e fitoquimica dessas espécies vegetais, convém
investir esforcos na fitoquimica aplicada aos ensaios /in vitro com o objetivo de avaliar ativida-
des biolégicas de maneira mais econdmica, rapida e ética.

A literatura especializada traz uma grande variedade de testes, o que pode dificultar a
escolha do melhor método a ser seguido. A existéncia de diversos testes também dificulta a
comparacdo de dados com a literatura disponivel. E sabido que tanto a escolha do método de
extracao (fitoquimica) quanto o método de analise sobre o organismo-alvo podem determinar
0 sucesso ou o descarte de uma planta em questao, pois esses sao fatores fundamentais para a
evidenciacdo do potencial de atividade biolégica da espécie vegetal.

Dentre as atividades existentes, inumeros grupos de pesquisa buscam compostos com
possivel influéncia alelopdtica, acdao sobre neutréfilos, acdo antioxidante, efeitos na
melanogénese e acdo antiparasitaria. Esses ensaios, os quais podem ser utilizados para extratos
brutos, fracdes, substancias isoladas e 6leos fixos, encontram-se neste capitulo.

Tais ensaios podem auxiliar e conduzir o fracionamento e o isolamento de compostos
com atividade biolégica e direcionar a pesquisa de acordo com sua especificidade.

ATIVIDADE ALELOPATICA

O termo alelopatia foi criado em 1937 pelo alemdo Hans Molish, por meio das palavras
allelon (muatuo) e pathos (prejuizo), usando essa definicdo em seu trabalho “A influéncia de uma
planta sobre a outra — Alelopatia” Posteriormente foi definida pela /nternational Allelopathy
Society como processos que envolvem a producao de metabdlitos secundarios por plantas e
microrganismos que influenciam no crescimento e desenvolvimento de sistemas bioldgicos
com efeitos positivos e negativos. Diferentes funcdes podem ser alteradas pelos agentes
aleloquimicos, pois eles podem influenciar varias reacdes bioquimicas (RICE, 1984; ALMEIDA,
1988; PINTO et al, 2002; BOGATEK & GNIASDOWSKA, 2007).

Nessa perspectiva, a alelopatia pode ser utilizada no controle de doencas, insetos e
plantas daninhas que acometem plantas medicinais, proporcionando matéria-prima com
qualidade para a industria de fitoterdpicos. Ainda, a influéncia ocorrida em microrganis-
mos e células por meio de metabolitos oriundos de vegetais pode ser considerada um
processo alelopatico.

METODOS PARA A AVALIACAO DA ATIVIDADE ALELOPATICA

Ao influenciar diferentes funcdes, diversos testes para avaliar a atividade alelopatica
podem ser conduzidos. Esses testes podem ser utilizados para triagem da atividade alelopatica
e de outras atividades bioldgicas e/ou para avaliar a atividade enzimatica da plantula em teste
frente as amostras testadas. Adicionalmente oportuniza-se o fracionamento e acelera-se a pes-
quisa fitoquimica.



Atividade alelopatica utilizando papel de filtro

A metodologia foi adaptada de Macias et a/, 2000; Chon et a/, 2005 e Dias et al, 2005; esse
método utiliza sementes de Lactuca sativa L. por apresentar germinacao rapida e uniforme
(DIETZ & WINTERHALTER, 1996). As amostras sao dissolvidas em solventes, os quais devem ser
testados juntos para descartar a influéncia deles. O ensaio inicia-se com a diluicao das amostras
em solvente apropriado e preparo de uma solugcdo-mae na proporcao de Tmg/ mL. Trabalhando
em duplicata (avaliacdo da germinacao e do crescimento), diferentes concentragdes sao coloca-
das em 3mL de solvente. Essas concentracdes sdao colocadas em papel de filtro recortado do
tamanho das caixas gerbox (caixas de poliestireno cristal, quadradas com 11cm e 3,5cm de altura,
contendo tampas) e colocadas em estufa a 60 °C por 24 horas. Os papéis de filtro secos sao
colocados nos gerbox e umedecidos com dgua destilada em quantidade de duas a trés vezes o
peso do papel (KRZYZANOWSKI et a/, 1999). Coloca-se 10 sementes de Lactuca satival. em cada
caixa em quatro repeticdes, protege m-se os gerbox da luz com papel aluminio e coloca-os em
germinador de camara a temperatura de 20 °C. Para controle, utiliza-se 4gua destilada e o solvente
utilizado nas diluicdes sob as mesmas condicdes do ensaio. Para o estudo da germinacao, faz-se
leitura diaria até o sétimo dia. As sementes sao consideradas germinadas, conforme descrito por
De Feo et a/. (2002) e Adegas et a/. (2003), ou seja, quando se torna visivel a protrusdo da radicula
por tegumento. Calcula-se o indice de velocidade de germinacao (IVG), segundo Maguire (1962),
para cada repeticao de cada tratamento (KRZYZANOWSKI et a/, 1999). A avaliacao do crescimento
é realizada apenas ao sétimo dia de experimento com abertura das caixas e retirada das plantulas
uma a uma para medir o comprimento da radicula e do hipocétilo. Os resultados das leituras de
crescimento e germinacao sao submetidos a avaliacdo estatistica para comparacdo das médias.

Atividade alelopatica utilizando cromatoplaca (Alelopatografia)

Metodologia aplicada de Dias (2005), a qual é empregada para testar a atividade
alelopatica de substancias isoladas, puras ou em mistura, com rapidez e eficiéncia, utilizando
como ferramenta a cromatografia em camada delgada (cromatofolha silicagel 60 F 254). Ao
trabalhar com mistura de substancias, obtém-se a separacao para visualizacao da influéncia
alelopatica. A amostra a ser analisada é diluida em solvente apropriado (50L) e distribuida
uniformemente em cromatoplaca. Apds eluicdo da fase movel e secagem do solvente,
visualizam-se os compostos sob luz visivel e ultravioleta (UV) a 365nm e 254nm. O local dos
compostos é demarcado e as placas sdo colocadas em estufa 60 °C por 24 horas. Sdo prepa-
radas duas placas para o ensaio (avaliacdo da germinacao e crescimento) e placas-controle
sdo preparadas apenas com aplicacdo do solvente utilizado na diluicdo da amostra, sob as
mesmas condicdes do ensaio. Apds o periodo de secagem, as placas sao umedecidas com
agua destilada e depositam-se sementes de L. sativa na regidao previamente demarcada. O
preparo dos gerbox e leituras da germinacgdo e crescimento seguem o ja descrito do item
anterior.
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Atividades enzimaticas

Material vegetal: compreende 2,0g de material fresco, que consiste nas plantulas sub-
metidas a extratos brutos etanolicos, diferentes fracdes, substancias isoladas e 6leos fixos em
diferentes concentracdes, e o tempo de contato entre plantula e amostra vegetal dependera
da espécie da plantula utilizada. Para atividade peroxidase, catalase, polifenoloxidase e a-
amilase, esse material fresco é macerado em gral com nitrogénio liquido. O p6 resultante é
homogeneizado com tampao fosfato de sédio, pH 7,0 50mM, contendo EDTA 2mM e acido
ascorbico 5mM. O sobrenadante é recolhido e utilizado como amostra (extrato enzimatico)
para os testes descritos a seguir, sendo o precipitado descartado (MARQUES & XAVIER FILHO,
1991). As amostras sao acondicionadas a -18 °C até o momento do ensaio. Para atividade
desidrogenase, o preparo da plantula é diferenciado como descrito posteriormente.

Atividade da peroxidase

O ensaio para determinacdo da peroxidase segue metodologia segundo Pltter (1974).
O sistema de reacao consiste em 0,96mL de tampao fosfato de sédio (0,1 M, pH 7,0), 20 pL de
pirogalol 0,1M como substrato e 20 pL de H,0,, 0,1M em 100 uL de extrato enzimatico. Na
sequéncia, é realizada a leitura da absorbancia em 470nm. A atividade peroxidasica/ug prote-
ina é expressa em unidades de atividade enzimatica (UAE), em que uma unidade corresponde

a uma diferenca de 0,001 de absorbancia/minuto/ug de proteina (GRAY et al, 1996).

Atividade da catalase

O ensaio para a determinagdo da catalase consiste na adi¢do de 60 pL de H,O, TM em
uma mistura de reacdo contendo 3mL de tampao fosfato de sédio 50mM (pH 6,0) e 100 pL do
extrato enzimatico. O decréscimo do H,O, € monitorado pela absorbancia em 240nm, em
intervalos de 10 segundos por um periodo de um minuto. A diferenca de absorbancia (AA240
nm), obtida por meio de regressdo linear, é dividida pelo coeficiente de extincdo molar do
H,0,, 39,4 M/cm (AEBI, 1984). A atividade é expressa em umol de H,O, min/g MF.
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Atividade da polifenoloxidase

Para o ensaio da polifenoloxidase, 0,1mL de extrato obtido é adicionado a 2,9mL de
solucdo contendo 0,5% de guaiacol (v/v), 0,008% de H,O, em tampéao fosfato 0,1mol L-1 pH 6,0.
O ensaio inicia pela adicdo da amostra, procedida por um minuto, quando se processa a leitura
em 470nm. A atividade é definida como aumento de 0,1 unidade de absorbancia por minuto
(HALPIN & LEE, 1987).



Atividade da a-amilase

Para a determinacgao da a-amilase, 0,TmL do extrato enzimatico é colocado em banho-
maria a 70 °C durante 20 minutos, completando o volume de TmL com tampéao e adicionando
TmL de solucao de amido, permanecendo incubado a 30 °C por 5 minutos. Depois é adicionado
TmL de lugol e 9mL de dgua destilada. A leitura é realizada em espectrofotémetro a 620 nm
(AOAC, 1965). Os resultados sao expressos em g de amido hidrolizado/min/g de sementes.

Atividade da desidrogenase

A respiracao potencial das células radiculares das plantulas é estimada por meio da
reducao do cloridrato de trifenil tetrazolio (TTC) pela atividade da desidrogenase e do surgimento
do formazan. Para a avaliacdo dessa caracteristica, as raizes sao cortadas e, tomadas as suas
massas, sao transferidas para tubos de ensaio de 17x120mm, onde é acrescentado cloridrato
de trifenil tetrazdlio (TTC) 0,6% (p/v) em tampao fosfato 0,05 M (pH 7,0). Os tubos de ensaio séao
mantidos sob vacuo em dessecadores, por 2 horas, e transferidos para banho-maria a 30 °C por
15 horas. Ao final desse tempo, as raizes sao lavadas em agua destilada, transferidas para o
banho-maria (£100 °C) e adiciona-se 7mL de etanol 95% (v/v). Decorridos 10 minutos, as solu-
¢Oes etandlicas obtidas sdo transferidas para outros tubos de ensaio e apds o resfriamento em
temperatura ambiente, cada solucao é acrescida de 10mL de etanol 95% (v/v). As absorbancias
dessas solucdes sao lidas em 530nm (STEPONKUS & LANPHEAR, 1967).

ACAO SOBRE NEUTROFILOS

Neutréfilos humanos, em seu estado de repouso, expressam receptores para 0 compo-
nente C3 do complemento, e para a por¢do carboxi-terminal de imunoglobulinas, denomina-
da de porcao Fc (ROSS, 1982; FRADE et a/,1985). Quando essas células sao ativadas por substan-
cias do tipo phorbol myristate acetate, (PMA) o nimero desses receptores aumenta na mem-
brana celular (FEARON & COLLINS, 1983).

Posteriormente ao aumento de receptores de membrana, a estimulacdo de neutréfilos
com particulas insoltveis ou agentes quimicos soluveis resulta na ativacdo da enzima oxidase
associada a membrana celular, sequindo-se a liberacdo de radicais ativos de oxigénio, tais como
anions, superoxidos e peréxido de hidrogénio. A deteccdo desses produtos gerados intensa-
mente pelos mecanismos bioquimicos respiratérios da célula sao interpretados como indica-
cao de neutrdfilos ativados /n vivo (KLEBANOFF & HARMON, 1972).

O ensaio descrito a seguir procura detectar os radicais ativos de oxigénio, os quais redu-
zem o NBT (azul p-Nitrotetrazélio), formando um produto de coloracao azul.
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METODO PARA A AVALIACAO DA ATIVIDADE SOBRE NEUTROFILOS - TESTE
DO NBTCOM PMA

Para esse ensaio, utiliza-se técnica adaptada de Park & Good (1970), Levinsky et a/. (1983)
e Abreu et a/ (2009). As laminas sdo preparadas com solu¢des aquosas das amostras em teste,
secas a temperatura ambiente. Para controle positivo, utiliza-se PMA (phorbol 12-miristato 13-
acetato) e, para controles negativos, utiliza-se sangue sem tratamento e tratado com NBT (azul
p-Nitrotetrazélio). Ao sangue total, coletado no dia do ensaio com EDTA, sao adicionados dgua
destilada e PBS (salinatamponada com fosfatos - pH 7,2) concentrada 4 vezes. Apés centrifugacao
por 10 minutos a 2000rpm, o sobrenadante é desprezado e o sedimento é ressuspendido em
PBS normal. Em um tubo contendo Ficoll Hypaque®, o sedimento é adicionado e centrifuga-se
por 25 minutos a 1500rpm. O sedimento é ressuspenso em PBS normal e centrifugado por 10
minutos a 2000rpm. Apds ressuspender o sedimento em PBS, a concentracdo de neutrdfilos
deve ser superior a 3x10%/mL; adicionar a suspensao de células nas laminas previamente pre-
paradas e incubar a 37 °C em camara umida. Apds incubacgao, lavar a lamina com PBS, adicionar
1 ou 2 gotas de NBT e incubar a 37 °C em camara Umida. Lavar com PBS e secar. Corar a lamina
com safranina, lavar com dgua e secar ao ar.

ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Radicais livres sdo espécies quimicas, geralmente muito reativas, que apresentam um
ou mais elétrons desemparelhados. Podem ser gerados durante o metabolismo normal das
células, como podem também advir de agentes externos como o tabaco, certos poluentes,
solventes organicos, pesticidas, radiacdes ionizantes e luz ultravioleta. As espécies reativas ou
ativas formadas nos sistemas bioldgicos incluem radicais do oxigénio (espécies reativas de
oxigénio - ERO), radicais do nitrogénio (espécies reativas de nitrogénio - ERN), radicais deriva-
dos de tidis (RS'), espécies reativas de cloro e de carbono, complexos com metais de transicao
e outros ions metalicos, bem como espécies nao radicalares que podem ser facilmente con-
vertidas em radical (VASCONCELOS et a/, 2007). Para inibir ou reduzir os danos causados as
células por essas espécies reativas, os organismos vivos possuem mecanismos de defesa pro-
prios, envolvendo substancias antioxidantes, como certas variedades de enzimas, dentre as
quais a superoxido dismutase, catalase, glutationa peroxidase, glutationa redutase. Substanci-
as provenientes da dieta como o acido ascérbico, a-tocoferol, B-caroteno, compostos fendlicos
e flavonoides também contribuem para os mecanismos de defesa.

Antioxidantes sao definidos como substancias que em concentragdes bem mais
baixas que os substratos oxidaveis retardam ou previnem significativamente a oxidacdo
destes, tornando-os indisponiveis para produzirem espécies oxidantes (HALLIWELL &
GUTTERIDGE, 1999).

Em condigdes fisioldgicas normais, hd um equilibrio entre a geragao das espécies reativas
e a sua inativacdo pelos sistemas antioxidantes, protegendo o organismo dos efeitos deletérios
destes. Defesas antioxidantes inadequadas ou excesso de producdo dessas espécies reativas
resultam no processo denominado de estresse oxidativo.



As espécies reativas podem causar um grande nimero de desordens celulares ao reagir
com lipideos, proteinas, carboidratos e acidos nucleicos. Consequentemente, o processo de
estresse oxidativo esta envolvido tanto no processo de envelhecimento, como também em
muitas complicacdes bioldgicas, incluindo inflamacao cronica, desordens respiratérias, doen-
¢as neurodegenerativas, diabetes mellitus, aterosclerose, doencas autoimunes das glandulas
enddcrinas, carcinogénese e mutagénese (ANDRADE et a/, 2007).

Nas ultimas décadas, tem aumentado o interesse por antioxidantes naturais, obtidos a
partir de plantas com aplicabilidade nas industrias para fins farmacéuticos, alimenticios e cosmé-
ticos.

METODOS PARA AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Os trabalhos de revisdao de Sanches-Moreno (2002), Huang et a/. (2005) e Vasconcelos et
al. (2006) apresentam a necessidade do emprego de métodos, com substratos e reagentes
diferenciados, nos testes de triagem antioxidantes /n vitro, para avaliar a efetividade de
antioxidantes de amostras, por diferentes mecanismos de acdo.

Dentre as metodologias mais usuais na pesquisa, destacam-se trés métodos: capacida-
de antioxidante total pelo método do fosfomolibdénio, atividade captadora (sequestrante) do
radical livre DPPH e teste TBARS.

Capacidade antioxidante total por meio do método do fosfomolibdénio

Metodologia adaptada de Prieto et a/ (1999) baseia-se na reducao do molibdénio VI a
molibdénio V, pela amostra analisada, com obtencdo de um complexo fosfato-molibdénio V, de
coloracao verde em pH acido, o qual é determinado espectrometricamente a 695nm.

A solucao reagente do complexo fosfomolibdénio é formada pela reacao da solucdo de
Na,PO, (28 mL, 0,Tmol.L"), com a solugdo de (NH,),Mo,0,,.4H,0 (12mL, 0,03mol.L") e a solugdo
de H,S0, (20mL, 3mol.L"), em meio aquoso, com volume final ajustado para 100mL com agua
destilada. A TmL dessa solucdo reagente, adicionar 0,3mL das amostras a serem avaliadas, com
concentracao de 0,2mg/mL, TmL de dgua destilada; essa mistura devera ser incubada por 90
minutos a 95°C. Apds o resfriamento, proceder a leitura das absorbancias em espectrofotometro
a 695nm, usando a solucdo reagente como branco. A capacidade antioxidante total é expressa

como equivalente de acido ascérbico (utilizado como padrao).

Atividade captadora (sequestrante) de radical livre DPPH (2,2-difenil-1-
picrilhidrazila)

O radical livre DPPH é um croméforo relativamente estavel, com pico de absorcao no
comprimento de onda de 517nm, em meio etandlico, apresentando solucao de coloracao vio-
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letaintensa. A medida que as substancias com caracteristicas antioxidantes presentes na amostra
transferem hidrogénio para o radical DPPH, este sofre reducao, verificada pela alteracdo da
coloracao para amarelo, conforme esta apresentado na Reagao 1 (FIGURA 1). Duas técnicas sao
apresentadas para a verificacdo dessa acdo antioxidante. Inicialmente, uma triagem é feita
utilizando a aplicacdo da amostra em cromatografia de camada delgada nebulizada com solu-
¢ao de DPPH 0,2% (p/v); sendo a reagdo positiva, parte-se para a avaliacdo quantitativa
(espectrofotométrica).

o] o))
N—N/@ + AH — > DPPH-H + A
* )
Radical livre DPPH antioxidante DPPH reduzido
(cor violeta) (cor amarela)

FIGURA 1. Reacao 1

Por cromatografia em camada delgada

Metodologia adaptada de Conforti e colaboradores (2002), utilizando placas de
cromatografia em camada delgada (cromatofolha silicagel 60 F ), nas quais sao aplicados 10
pL de cada amostra (10mg/mL) e do padrao (1mg/mL), empregando uma fase mével adequada
para a amostra a ser avaliada. Em seguida, apds a evaporacao da fase mdvel, as placas sdo
reveladas com solucdo a 0,2% (p/v) de DPPH, em metanol, e, depois de 30 minutos, avaliadas e
fotografadas. A obtencao de pontos amarelos ao longo da CCD indica a presenca de substancias
com carater antioxidante.

Por espectroscopia de UV-vis

A reducado do radical DPPH pode ser verificada pela mudanca da coloracdo da solucao
original de violeta intensa para amarela, acompanhada de decréscimo na absorbancia da solu-
¢do com o radical livre, proporcional a concentracdo da substancia com potencial antioxidante
presente, podendo ser medida espectrofotometricamente a 517nm. Segundo técnica descrita
por Andrade et a/. (2007), aliquotas das amostras e padrao sao diluidas com etanol para se obter
as concentracdes de 0,5 a 400 wg/mL. A 3mL de cada amostra sdo acrescentados 0,TmL de
solucdo etanolica do radical livre DPPH TmM. Apés 30 minutos de incubacdo em temperatura
ambiente, ao abrigo da luz, a reducao do radical livre DPPH é mensurada pela leitura da



absorbancia em espectrofotémetro a 517nm, contra um branco especifico em cada avaliacao,
formado somente pelas amostras nas suas respectivas diluicdes. Como controle, é utilizado
0,1mL de solucdo etandlica de DPPH 1TmM e 3mL de etanol. A atividade captadora (sequestrante)
de radical é obtida pela porcentagem de atividade antioxidante, conforme a equacao:

% de atividade antioxidante = [(AbscommIe - Absamostra) / Abs 1 X 100, sendo Abs
a absorbancia da amostra e Abs

controle amostra

a absorbancia do controle.

controle

A EC50 (concentracao efetiva), ou seja, concentracao da amostra ou padrao necessario
para reduzir 50% da concentracdo inicial do radical DPPH é determinada pela equacao obtida
por regressao linear. Para a plotagem dos pontos, sao utilizados os valores das médias obtidas
de triplicatas realizadas para cada um dos testes.

Captacao de radicais peroxila pelo teste TBARS

Espécies reativas promovem uma cascata de reacdes que geram a peroxidacao lipidica,
resultando na producdo de substancias como o malonildialdeido (MDA). Os ensaios utilizando as
espécies reativas do acido tiobarbiturico (TBARS) avaliam o ponto final do dano oxidativo, sendo
Uteis para determinar os efeitos do estresse oxidativo induzido e da protecao da lipoperoxidagao
pelas substancias antioxidantes que possam estar presentes no material analisado. Esses testes
permitem a mensuracao da peroxidacao lipidica de matrizes bioldgicas ao promover a reacao do
acido tiobarbiturico (TBA) com o MDA, em meio acidificado e sob condi¢cdes de elevada tempe-
ratura, gerando um croméforo réseo que pode ser medido espectrometricamente em 532nm
(Osawa et al, 2005) que estd apresentado na Reacao 2 (FIGURA 2).

H OH 0\\ . //O H* H H SH
|
* t—C—t —* —CH—CH=—CH + 2HO0
H H H H
H OH

OH

TBA Maloniladeido Cromogénio réseo
(MDA)

FIGURA 2.Reagdo 2

A metodologia, envolvendo a peroxidacao lipidica da gema de ovo por meio da forma-
¢ao de substancias reativas com acido tiobarbiturico (TBARS), adaptada de Morais e colabora-
dores (2006), utiliza as concentracdes de 100, 500 e 1000ppm (partes por milhao) para as
amostras e padrao. Todo o procedimento é realizado em triplicata. Em tubos de ensaio, sdo
adicionados 0,5mL de solucdo de gema de ovo (10% p/v), 0,1mL de cada amostra ou padrao;
completar o volume para 1 mL com agua destilada. Em segquida, deve-se acrescentar a cada um
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dos tubos de ensaio 0,05mL de solucao de 2,2"-azobis(2-amidinopropano)dihidrocloreto - ABAP
(0,07mol/L), 1,5 mL de solucao de acido acético 20% (pH 3,5) e 1,5 mL de solucao de acido
tiobarbiturico — TBA (0,8% p/v) em solucdo de dodecil sulfato de sédio - SDS (1,1% p/v). O
material assim preparado é entdo submetido ao banho-maria (95 °C) por 1 hora, sob agitacao.
Apbs resfriamento, é acrescentado a cada tubo 5mL de n-butanol, centrifugados por 10 minu-
tos a 3000rpm e os sobrenadantes sdo mensurados em espectrofotdmetro em 532nm. O mes-
mo processo é realizado com tubos controle que contém todos os reagentes, exceto as amos-
tras. A atividade antioxidante é determinada pelo indice Antioxidante (IA), obtido em porcen-
tagem, segundo a equacao: IA (%)=1-(Abs /Abs )x100, sendo, Abs a absorbancia

amostra controle: amostra
da amostra e Abs a absorbancia do controle totalmente oxidado.

controle

AVALIACAO DA MELANOGENESE

Dois tipos de melanina sdo sintetizados dentro dos melanossomos: eumelanina e
feomelanina. A eumelanina é um polimero com coloragcdo que varia entre marrom e preto,
enquanto a feomelanina varia entre vermelho e amarelo. Ambos sdo derivados da 3,4-
diidroxifenilalanina (DOPA) e formados em melanossomos, a partir de uma série de etapas
oxidativas. As sinteses dessas melaninas requerem a enzima tirosinase que catalisa a oxidacao
da tirosina a L-DOPA, o primeiro passo de uma série de rea¢des conhecidas como via de Raper-
Mason. Acredita-se que a conversdo de tirosina a L-DOPA é a etapa critica e limitante na
biossintese de melanina, ou seja, a inibicdo dessa reacao inibe a sintese de melanina (PARK et
al, 2009). A sintese de melanina esta esquematizada na FIGURA 3.

Glutationa

§ i TIROSINASE s " f Glutationildopa ou A
Tirosina ——» DOPAquinona  |-oucisteina,
Cisteinildopa
|—> \ N J
TIROSINASE ! X.
DOPA > v
] | Leucodopacromo HBTA
Dopacromo \
/ TRP-2 v
N FEOMELANINA
5,6-dihidroxindol Acido 5,6-dihidroxindol-2
carboxilico (DHICA)
(DHI)
TIROSINASE

[T

FIGURA 3. Sintese de melanina




A maior funcao conhecida da melanina é proteger o DNA de danos induzidos por
radiacdo UV. Essa radiacdo promove o bronzeamento (cor da pele facultativa), influencia a
proliferacdo e a sobrevivéncia dos melandcitos, tanto direta quanto indireta, por meio de
seus efeitos nos queratinécitos, induzindo a sintese e a secrecdo de fatores paracrinos de
queratindcitos (PARK et al., 2009).

Os melanossomas maduros sao transferidos do melanécito para queratindcitos vizi-
nhos. Na realidade, as duas células formam uma unidade epidérmica, onde cada melanécito
é rodeado por 36 queratindcitos (FITZPATRICK et a/, 1954). Estudos sugerem que eles sao
transferidos por uma variedade de vias incluindo exocitose, citofagocitose, fusdo da mem-
brana plasmatica e transferéncia por vesiculas da membrana (VAN DEN BOSSCHE et a/,, 2006).

Existem diversas proteinas envolvidas nesse processo complexo: a tirosinase (enzima
limitante na formagdo de melanina, localizada na membrana do melanossomo); proteina
quinase C - PKC-B (essencial para a ativacdo da tirosinase); TRP-1 e TRP-2 (responsaveis, de
uma forma geral, pela ativacdo e/ou estabilizacdo da tirosinase, além de atuarem na
biogénese do melanossomo); e, por ultimo, o fator de transcricao MITF, o qual regula a trans-
cricao de tirosinase, TRP-1, TRP-2 e PKC- (PARK et a/, 2009).

O MCI1R (receptor de melanocortina) é o receptor expresso nos melandcitos e que é
ativado por «a-MSH (hormoénio melanécito estimulante) e ACTH (horménio
adrenocorticotréfico). A interacdo receptor-ligante leva a ativacdo dependente de proteina
G da enzima adenilato ciclase, seguida por um aumento de niveis intracelulares de adenosina
3,5-monofosfato (cAMP), ativando a enzima proteina quinase dependente de cAMP (PKA).
Esta induz a transcricao de MITF, promovendo up regul/ation de uma série de enzimas
melanogénicas, incluindo tirosinase (PARK et a/, 2009).

Mudancas anormais da coloragdo da pele sdao observadas em um grande numero de
desordens, devido a distintos mecanismos envolvidos. A desordem de despigmentagao mais
comum é o vitiligo (FISTAROL & ETIN, 2010), uma discromia adquirida da pele, na qual existe
a perda de melanécitos da epiderme. Varios tipos de vitiligo sdao distinguidos de acordo com
a distribuicdo de lesdes acromicas. Nao existe concordancia sobre os mecanismos envolvi-
dos no desaparecimento dos melandcitos, porém as trés hipéteses mais aceitas sdo as hipo-
teses bioquimica, neural e autoimune, sendo esta ultima a mais popular (WESTERHOF & D’
ISCHIA, 2007).

Dentre os representantes de hiperpigmentacdo, pode-se citar o melasma, uma
hipermelanose adquirida, caracterizada por maculas irregulares com coloracao entre o cinza
e 0 marrom em areas da pele expostas ao sol. Fatores etioldgicos na patogénese do melasma
incluem influéncias genéticas, exposicdo a radiacdo UV, gravidez, terapias hormonais, cos-
méticos, dentre outros. Os tratamentos usuais incluem agentes hipopigmentantes, pee/ing
quimico e /aser (SMIT et al,, 2009).
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METODOS PARA AVALIACAO DA MELANOGENESE

CULTURA CELULAR (MELANOCITOS)

As células B, F, de melanoma de camundongo sao cultivadas em meio Dulbecco Eagle’s

Modificado (DMEM), 10% de soro fetal bovino, 1% de penicilina/estreptomicina (10.000 U e
100 pg/ml, respectivamente), em atmosfera umidificada contendo 5% de CO, a 37°C.

ENSAIO DEVIABILIDADE CELULAR (MTT)

Para verificar a viabilidade celular, as células sdo incubadas com meio livre de soro,
complementado com (4,5 dimetiltiazol-2-il) -2,5 difeniltetrazolim brometo (MTT) 0,5mg/ml e
sdo incubadas durante 3 horas a 37°C. O meio é removido e os cristais formados sdo dissolvidos
em DMSO com 1% (v/v) de NH,. A absorbancia é lida a 540nm.

MELANOGENESE ESPONTANEA

As células (2x10* células/poco) sdao semeadas em placas de 24 pocos e os extratos
(amostras a serem avaliadas) sdo adicionados em triplicata ap6s 24 horas de incubacao. Apos 4
dias, as células sdo lisadas com 1Tml NaOH 1N. O conteddo de melanina relativa é medido a
405nm no leitor de microplacas. O acido kéjico (inibidor da melanogénese) é utilizado como
controle positivo.

MELANOGENESE INDUZIDA PORUVB

Para verificacdo da capacidade dos tratamentos em reduzir a melanogénese, utiliza-se
radiacao ultravioleta (UV) como estimulo para o aumento da producao de melanina pelos
melandcitos. As culturas de melandcitos sao irradiadas com 50mJ/cm? de radiacao ultravioleta
total (95% de UVB e 5% de UVC), utilizando-se lampadas TLO1. A dose da radiacdo ultravioleta é
monitorada por um radidémetro (VLX-3). A analise do teor de melanina produzida pelo melanécito
é avaliada apés 24 horas da aplicacao de radiacao UV.

QUANTIFICACAO DO CONTEUDO DE MELANINA

A quantificacdo do conteudo de melanina, a partir da cultura de melanécitos, é realizada
de acordo com o método descrito por Oka et a/, 1996. As células sao solubilizadas em solucao
de NaOH 1N e incubadas a 80°C por um periodo de 1 hora. A solucao é analisada
colorimetricamente num leitor de placa (comprimento de onda de 405nm).

ATIVIDADE ENZIMATICA DA TIROSINASE

A atividade da tirosinase, com L-tirosina como substrato, é determinada



espectrofotometricamente pelo método descrito por Hyun et a/ (2008), com ligeira modifica-
¢ao. A cada 10ul de extrato, em diferentes concentracoes, e 20 pl de tirosinase de cogumelo
(500 U/ml) em tampao fosfato 50mM (pH 6,5) sao adicionados 170 .l de uma mistura contendo
a proporc¢do 10:10:9 de TmM L-tirosina solugao, 50 mM tampéo fosfato de potassio (pH 6,5) e
agua destilada em uma microplaca de 96 pocos. Apds a incubacdao da mistura a 37°C por 30
minutos, a absorbancia é medida em 490nm, utilizando um leitor de microplacas. O grau de
inibicdo das amostras é expresso como a concentracdo necessaria para produzir inibicdo de
50%. Uma unidade (U) de atividade enzimatica é definida como a quantidade de enzima neces-
sdria para aumentar a absorbancia a 280nm de 0,001 por minuto, em uma mistura de reacdo de
3ml contendo L-tirosina, pH 6,5 e 25°C.

AVALIACAO DA EXPRESSAO DE PROTEINAS POR RT-PCR

O RNA é extraido da cultura de melandcitos, utilizando o Kit QuickGene RNA para cultu-
ra celular HC, conforme descrito pelo fabricante. Para a reacdo de transcricdo reversa, a partir
do RNA total, é utilizado o Kit de sintese de cDNA de primeira fita para RT-PCR. Apds a obtencao
do cDNA, é realizada a reacao de polimerase em cadeia (PCR). A expressao de MITF, tirosinase,
TRP-1, TRP-2 e GAPDH humano (controle da reacao e dos produtos do RT) é investigada, utilizan-
do primers especificos. A amplificacdo do PCR é conduzida num volume de reacdo de 40 plL,
consistindo em 10 x de tampao de reac¢ao, 2,5 mM MgCl, 250

M de dNTPs, 100 ng da cada PCR primer, 0.5 U Tag DNA polimerase e 20-50 ng DNA,
usando o DNA Thermal Cycler 9600 a 94°C por 1 minuto, 58 °C por 1 minuto e 72 °C por 1
minuto, em 30 ciclos. Posteriormente os fragmentos de DNA produzidos por PCR sdo separa-
dos por eletroforese em 2% de gel de agarose.

ATIVIDADE ANTIPARASITARIA

Doencas causadas por parasitas sao conhecidas desde tempos remotos. Esses agentes
patogénicos sao representados pelos helmintos, pelos protozodrios e pelos artropodes. A dis-
tribuicao geografica, frequéncia e patogenicidade determinam a importancia relativa de cada
um desses agentes, seja no que se refere a infeccdo humana ou animal. No contexto da medici-
na veterindria, as perdas causadas por helmintos sao determinadas nao somente pelos efeitos
agudos da doenca que, em muitos casos, resultam em morte do animal afetado, mas, principal-
mente, pelos efeitos de infeccdes prolongadas que levam a um desenvolvimento corporal
lento, perda de peso, reducao na producdo de carne e la e custos monetarios para o controle da
verminose, incluindo o valor da aquisicdo do produto anti-helmintico comercial e da méo de
obra para a aplicacdo do medicamento. O controle desses parasitos é usualmente realizado
com anti-helminticos convencionais, visando reduzir os niveis de infeccdo dos animais e pro-
mover a descontaminacgdo das pastagens (CHARLES, 1989).

Outro fator importante na producdo pecudria e sanidade dos rebanhos é a formacao de
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resisténcia dos parasitas, em especial do Haemonchus contortus, a varios farmacos (VAN WYK &
MALAN, 1988; ECHEVARRIA et al, 1996). O problema da resisténcia dos nematoides aos
antihelminticos é uma preocupacédo de carater mundial (Waller, 1994). Adicionalmente, para-
sitas pertencentes ao grupo dos artrépodes também manifestam esse fenbmeno, como, por
exemplo, carrapatos do género Rhipicephalus (Boophilus) microplus e moscas do género
Haematobia irritans.

Diante da redugao de eficdcia dos produtos quimicos comerciais, algumas acdes vém
sendo tomadas tanto por médicos veterinarios quanto por produtores rurais, objetivando-se
melhor controle parasitario. Dentre essas a¢cdes, destacam-se o controle integrado das pasta-
gens, a selecao de animais geneticamente resistentes aos parasitas gastrintestinais, a
homeopatia, o controle biolégico e, especialmente, a fitoterapia. Esta pode contribuir para
aumentar os lucros da criagdo, uma vez que reduz o uso de anti-helminticos convencionais,
estendendo a vida util dos produtos quimicos disponiveis (VIEIRA er a/, 1999). Adicionalmente,
Waller et al. (1995), Herd (1996) e Vieira (2004) advertem que os compostos quimicos adminis-
trados aos animais podem ser eliminados nas excre¢des, contaminando o meio ambiente e
permanecendo como residuos nos produtos de origem animal. Os testes /n vitro permitem
uma avaliacdo da existéncia de propriedades anti-helminticas nos extratos vegetais, constitu-
indo, dessa maneira, uma etapa preliminar a caracterizacdo dos possiveis compostos ativos
presentes nos vegetais, possibilitando a criacdo de novas alternativas para o controle das
parasitoses (COSTA et a/, 2002). No final do século passado, vérios autores como Balandrin &
Klocke (1985); Balandrin et a/. (1985) e Balbach (1974) realizaram estudos cientificos, buscando
a validacdo laboratorial da acdo de plantas reconhecidas, popularmente, como medicinais. A
esses autores unem-se pesquisadores nacionais como Chagas (2007) e Krychak-Furtado (2006),
dentre outros.

METODOS PARA A AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIPARASITARIA

Foram selecionadas algumas metodologias que podem ser usadas nas avaliacdes de
atividades antiparasitarias. Os testes sao de facil execucao, reprodutibilidade e eticamente
aceitaveis, pois ndo sdo invasivos e tampouco necessitam da eutanasia de animal parasitado
para obtencao de uma etapa ou de um resultado.

TESTES DE ATIVIDADE CONTRA HELMINTOS

Obtencao de ovos de nematoides gastrintestinais

Selecionam-se dois a trés animais comprovadamente infectados pelos géneros de pa-
rasitas que se deseja avaliar. Ressalta-se que, na maioria das pesquisas, estdo elencados parasi-
tas da familia Trichostrongylidae. Em relacdao aos animais doadores de fezes, devem preferenci-
almente ter uma contagem de ovos superior a 2000 por grama de fezes (OPG) e nao ter recebi-



do nenhuma medicacao anti-helmintica nos ultimos 30 dias. Coletam-se fezes diretamente da
ampola retal e homogeneiza-se o material em solucdo salina hipersaturada, filtrando a solucao
em tamises de malhas de 180mn/um e 250 mn/pum. O material obtido é centrifugado e lavado
com agua destilada. O sedimento é ressuspendido de modo a compor uma suspensao com, no
minimo, 100 ovos de helmintos por tubo. Para confiabilidade das avaliacdes, esses ovos deve-
rdo permanecer sempre sob temperatura ambiente e utilizados em até 2 horas ap6s a coleta.

Teste da eclodibilidade larvar (Egg Hatch Test- EHT)

Os ensaios sobre eclodibilidade larvar foram desenvolvidos originalmente por Cole et
al. (1992), porém varios autores realizaram adaptac¢des. Descreve-se, a seguir, a técnica propos-
ta em Krychak-Furtado er a/ (2005). A cada tubo de ensaio contendo 200uL da suspensao de
ovos deve ser adicionado igual volume do extrato ou respectiva fracdo em estudo ou de subs-
tancias usadas como controles. Como controle, estdo incluidos dgua destilada, solventes utili-
zados na preparacao dos extratos e fragdes, solubilizadores porventura usados, normalmente
Tween 80°, estes dois diluidos na mesma concentracao utilizada nos extratos e um controle
quimico como albendazole ou, segundo Chagas (2008), tiabendazole. Sdo preparadas trés re-
peticdes para cada tratamento. Os tubos sao vedados e incubados em estufa B.O.D. sob umida-
de saturada e temperatura de 26+1°C, por 72 horas. Apds 48 horas, transfere-se o conteddo dos
tubos de ensaio para placas de Petri e procede-se a leitura em microscopia ética com aumento
de 100 vezes. Sdo avaliados todos 0s ovos presentes na amostra, classificando-os de acordo com
o estagio de desenvolvimento em que se encontram: ovo blastomerado, ovo larvado e larva
eclodida. A leitura do material deve ser realizada rapidamente, pois, ao final da leitura, esse
mesmo material é pipetado e recolocado no respectivo tubo de ensaio. Incuba-se por mais 24
horas e procede-se como ja descrito acima. Em relacdo as condicdes e ao tempo de observa-
¢do0, a maioria dos pesquisadores adiciona lugol e interrompe a evolugdo apos 48 horas de
incubacdo. Nesse protocolo, nas observacées em 48 e 72 horas, mantém-se a vitalidade dos
organismos, permitindo quantificar melhor o potencial do extrato. Considera-se eficaz o extra-
to que foi capaz de alterar o desenvolvimento normal dos ovos. Quanto maior a porcentagem
de ovos blastomerados, no periodo avaliado, maior sera a efetividade do tratamento.

TESTES DE ATIVIDADE CONTRA ARTROPODES

Obtencao de larvas nao ingurgitadas de carrapatos

Selecionam-se dois a trés animais bovinos infestados por Rhipicephalus (Boophilus)
microplus e que nao tenham recebido medicacao ectoparasiticida nos ultimos 30 dias. Coleta-se
manualmente, diretamente da pele do animal, vérias fémeas completamente ingurgitadas. Co-
locam-se as fémeas em uma placa de Petri e mantém-se em estufa B.O.D. (26+1 °C e URe > 80%)
até o final da postura de ovos. Para a incubacdo dos ovos, transferi-los delicadamente para
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tubos de ensaio, vedando os tubos com algodao Umido prensado. Mantém-se o conjunto em
estufa B.O.D. (26+1 °C e URe > 80%) até que as larvas completem 14 dias.

Teste larvar com papéis impregnados

Para esse teste, pode-se seguir as orientacdes propostas por Chagas et a/ (2002).
Preparam-se papéis-filtro impregnados com os extratos ou os controles imediatamente an-
tes do uso. Coloca-se em torno de 100 larvas nao ingurgitadas entre os papéis, que sao entdo
acondicionados em envelope também de papel-filtro,que devera ser vedado com fita adesiva
resistente a dgua ou a solventes. O conjunto é colocado em estufa B.O.D. (261 °C e URe > 80%)
por 24 ou 48 horas. Decorrido o tempo previsto, abre-se cuidadosamente o envelope e con-
ta-se o nimero de larvas vivas e mortas (com auxilio de uma bomba a vacuo). Os testes
deverdo ser realizados em trés repeticdes. Se porventura a mortalidade do grupo- controle
for superior a 10%, os resultados deverao ser descartados. Para o cdlculo da mortalidade
utiliza-se a seguinte equacdo:

Mortalidade=% mortalidade-controle-% mortalidade tratadox100/% mortalidade-controle

Teste de imersao de fémeas ingurgitadas

Para esse teste, Chagas (2008) propde que fémeas completamente ingurgitadas sejam
obtidas de bovinos infestados. Separam-se grupos homogéneos de 10 fémeas e cada grupo é imerso
nos extratos vegetais ou nos controles durante cinco minutos. Coloca-se cada grupo em placas de
Petri e mantém-se o conjunto em estufa B.O.D. (26x1 °C e URe > 80%) até o final da postura de ovos.
Apos o término da postura, procede-se a pesagem dos ovos, seguida de incubacgao, conforme des-
crito no item 2.1. A eclodibilidade é verificada visualmente. A eficiéncia reprodutiva (ER) e o indice
de eficacia do produto (EP) sao calculados, segundo Drummond et a/. (1973).

ER=peso dos ovosx% eclosaox20.000*/peso das teledginas
EP=(ER controle-ER tratado)x100/ER controle

constante que indica o nimero de ovos presentes em 1 g de postura.

CONSIDERACOES FINAIS

Em virtude da complexidade da pesquisa fitoquimica que compde desde os aspectos
botanicos e etnofarmacolégicos até o isolamento, a purificacao e identificacdo de marcadores
e compostos ativos, esta pesquisa torna-se onerosa devido a utilizacdo de solventes, materiais
e equipamentos de alto custo.



Ao realizar testes bioldgicos que nao requerem laboratérios e equipamentos de custo
elevado, a pesquisa fitoquimica pode ser mais bem viabilizada.
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INTRODUCAO

A qualidade das drogas vegetais comercializadas esta
intimamente relacionada a qualidade do material de origem
gue deve ser assegurada por medidas tomadas desde a sele-
cao da espécie, a coleta de material vegetal silvestre ou culti-
vado, o preparo e a conservacdo da droga vegetal (RDC 14,
2010; WHO, 2007). Sabe-se que grande parte da matéria-pri-
ma empregada no preparo de drogas vegetais provém da
natureza, coletada por individuos sem a devida qualificacdo e
conhecida por nomes vernaculares variaveis no territério na-
cional. Assim, é imprescindivel a identificacdo da planta por
um taxonomista, as analises avaliando a sua identidade e pu-
reza anteriormente ao uso como matéria-prima de
fitoterapicos em estudos fitoquimicos e/ou farmacoldgicos.

Farmacopeias e compéndios (OLIVEIRA et a/, 1998;
WHO, 1998, 2007) auxiliam no preparo adequado da droga
vegetal para avaliacdo de sua qualidade, sob o aspecto macro/
microscopico, fitoquimico e pureza.
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Embora o problema da adulteracdo e substituicao de drogas vegetais seja apontado
desde tempos imemoriais (OLIVEIRA & AKISUE, 1973; MAZZANTI et al, 2008), observa-se que a
publicacdo de monografias oficiais para a verificacdo da sua qualidade nado ocorre
concomitantemente a necessidade do mercado consumidor. Na direcdao de suprir essa carén-
cia, o grupo constituido pelos professores da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universi-
dade de Sao Paulo, Fernando de Oliveira, Gokithi Akisue e Maria Kubota Akisue (in memoriam),
dedicou-se a elaboracao de descricdes de diversas drogas vegetais obtidas de plantas medici-
nais brasileiras. Uma das publicacdées redundou em livro (OLIVEIRA et a/, 1998) de referéncia na
area de Farmacognosia, que inspirou as novas monografias da Farmacopeia Brasileira, acompa-
nhadas de ilustracoes.

Direcionando o estudo farmacobotanico as drogas vegetais com acdo antiulcera, algu-
mas das que se destacaram nos Ultimos anos pertencem as familias Asteraceae, Myrtaceae,
Passifloraceae, Polygonaceae e Solanaceae, cujas caracteristicas gerais serdo apresentadas a
sequir.

ASTERACEAE

Asteraceae, uma das maiores familias vegetais em numero e amplamente distribuida
no mundo, com aproximadamente 1.700 géneros e 30.000 espécies, inclui plantas ornamen-
tais (Chrysanthemum spp.), Uteis na alimentacao (Lactuca sativa L., Helianthus annuus L)) e de
uso farmacéutico [Achillea millefolium ., Calendula officinalisL., Cynara scolymus L., Matricaria
recutita L., Mikania glomerata Spreng., Stevia rebaudiana (Bertoni) Bertoni, dentre outras]. No
Brasil, ocorrem cerca de 250 géneros e 2.000 espécies, principalmente em formacdes abertas
(SOUZA & LORENZI, 2008).

Na familia, descreve-se a presenca de acetilenos, 6leos volateis, di- e triterpenos,
alcaloides e flavonoides. As lactonas sesquiterpénicas tém sido atribuidas diversas atividades,
dentre as quais, a antitlcera (FOGLIO et a/, 2002). Bem documentado é o desenvolvimento de
dermatites, provocado por diversas espécies da familia (PAULSEN et a/, 2010). Extratos de
Baccharis trimera (Less.) DC. (TOLEDO DIAS et al, 2009), Melampodium camphoratum (L. f.)
Baker (SAITO et a/, 2007) e de Mikania (BISHAYEE & CHATTERJEE, 1994) tém apresentado ativida-
de antiulcera.

A familia é representada frequentemente por ervas, trepadeiras, subarbustos, arbustos,
as vezes, produtoras de latex. As folhas sdo geralmente simples, opostas ou alternas, as flores
pentameras reunidas em capitulos e os frutos provenientes de ovario infero. No campo, po-
dem ser reconhecidas pela inflorescéncia em capitulo e calice modificado em formas variadas,
adaptado a funcdo de disseminacdo dos frutos. As flores que compdem os capitulos, algumas
vezes, diferenciam-se quanto a morfologia (BARROSO, 1991; SOUZA & LORENZI, 2008). Sob o
ponto de vista anatémico, suas espécies, de modo geral, apresentam caules com estrutura
eustélica, dutos secretores esquizdégenos relacionados aos feixes vasculares, folhas dorsiventrais,
geralmente hipoestomaticas, com estdmatos anomociticos, tricomas glandulares caracteristi-
cos, constituidos por 8 células secretoras, e tricoma tector com célula terminal proporcional-



mente alongada (METCALFE & CHALK, 1950; MOBOT, 2010). Na analise diferencial de espécies
de Mikania, a observacao de detalhes macro e microscépicos dos érgaos aéreos, como presen-
¢a/auséncia, tipo e distribuicdo dos varios elementos assinalados como caracteristicos a fami-
lia, é ressaltada por Oliveira (1983).

MYRTACEAE

Myrtaceae, com cerca de 4.000 espécies, subordinadas a aproximadamente 130 géne-
ros, encontra-se principalmente em regies tropicais e subtropicais. No Brasil, sdo descritos 26
géneros e cerca de 1.000 espécies (SOUZA, LORENZI, 2008).

Destaca-se, dentre seus representantes, o eucalipto (Eucalyptus spp.), de inegavel im-
portancia econOmica pela madeira empregada na producdo de méveis e papel, além do 6leo
volatil das folhas, de aroma agradavel, utilizado em produtos de limpeza e sauna (LORENZI et a/,
2003; MOBOT, 2010). Na culindria brasileira, os botdes florais do cravo-da-india [Syzygium
aromaticum (L.) Merr. & L.M. Perry] encontram amplo emprego como especiaria. Seu dleo vola-
til, com elevado teor de eugenol e aroma caracteristico, é usado em produtos de higiene oral e
tem reconhecida atividade antimicrobiana (FU er a/, 2007) .

Dentre as espécies brasileiras que ocorrem na Mata Atlantica, restinga e cerrado, mere-
cem destaque, como frutiferas, a goiabeira (Psidium guajava L.), a jabuticabeira [Myrciaria
cauliflora (Mart.) O. Berg.], a pitangueira (Eugenia uniflora L.), a gabirobeira (Campomanesia
xanthocarpa 0. Berg.), o cambuci [Campomanesia phaea (0. Berg) Landrum] e o cambuca [Plinia
edulis (Vell.) Sobral]. Os frutos de espécies exéticas, como o jambo [Syzygium jambos(L.) Alston]
e o jambolao [Syzygium cumini (L.) Skeels], sdo também apreciados /n natura ou em sobreme-
sas.

Essa familia, conhecida pelos 6leos volateis, flavonoides, taninos e triterpenos (YOSHIDA
et al, 2008; KESZEI et al, 2010; WANG et a/, 2010) encontra apoio do uso popular no tratamento
de gota e diabetes em alguns estudos (NGUYEN et a/, 2004; WANG et a/, 2010). Com excecao
da jabuticabeira, as demais espécies brasileiras e as duas exdticas ja mencionadas, foram tema
de estudo da atividade antiulcera. Suas folhas foram empregadas no preparo dos extratos pa-
dronizados que mostraram atividade significativa (MARKMAN et a/, 2004; AURICCHIO et al,
2007; ISHIKAWA et al, 2008; DONATITNI et a/, 2009).

A familia é representada por subarbustos, arbustos ou arvores de tronco geralmente
recoberto por ritidoma esfoliativo. Do ponto de vista taxondmico, é considerada uma das fami-
lias mais complexas, mas, no campo, géneros e algumas espécies podem ser reconhecidos
pelo hébito, por suas folhas simples, geralmente opostas e coridceas, translucidas, devido a
presenca de cavidades secretoras e nervura marginal simples ou dupla. As inflorescéncias sao
terminais ou axilares, as vezes, reduzida a flor solitdria, vistosa, bissexuada e actinomorfa, com
corola provida de (3-)4-5(-6) pétalas, em geral brancas, livres ou unidas, e estames numerosos,
raramente em numero igual ao de pétalas. O ovario é infero e os frutos das espécies que ocor-
rem na América tropical e subtropical sdo carnosos; as espécies que ocorrem na Australia e na
Polinésia formam frutos secos. A presenca, tipo e cor do indumento sao caracteres auxiliares na
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identificacao. O tipo de embriao é considerado importante carater taxondmico para a familia
(LANDRUM & KAWASAKI, 1997; SOUZA & LORENZI, 2008; MOBOQT, 2010).

Sob o aspecto anatémico, a familia apresenta cavidades secretoras, floema
intraxilematico, tricomas unicelulares, algumas vezes em forma de T, folhas hipoestomaticas,
estdmatos paraciticos ou anomociticos, taninos e cristais de oxalato de calcio isolados ou agru-
pados (METCALFE & CHALK, 1950; LANDRUM & KAWASAKI, 1997). Nas folhas das espécies com
acdo antiulcera, estudadas pelo grupo da farmacognosia da Universidade de Sao Paulo, verifi-
cam-se os caracteres marcantes da familia, com elementos que norteiam a diagnose. A
morfologia das células que recobrem as cavidades secretoras, normalmente subepidérmicas,
presenca ou auséncia, distribuicdo e tipo de tricomas e cristais de oxalato de calcio sdo itens
importantes na diagnose. Em Plinia edulis, um carater que chama a atencdo é o conjunto de
idioblastos arredondados em numero de 2 a 4, contendo drusas ou cristais prismaticos, dispos-
tos perpendicularmente a face adaxial (ISHIKAWA et a/, 2008). As folhas de Psidium guajava,
por sua vez, evidenciaram, de modo geral, os caracteres publicados anteriormente (Farmacopeia
Brasileira, 2002) para a droga vegetal. Diferiram, por exemplo, quanto ao tipo de estdbmatos,
com 2 a 5 células envolvendo as células estomaticas (OKAMOTO et a/, 2009), que na literatura
constam como anomociticos. A documentacao da descricao anatdémica tornou-se fundamental
para dirimirem-se dividas no tocante a forma dessas células, pois permite verificar a presenca
de células subsidiarias. As folhas de Eugenia uniflora, por sua vez, evidenciam, como caracteris-
ticas particulares, a parede comum entre as 2 células que recobrem as cavidades secretoras
com contorno reto ou, por vezes, de aspecto denteado, na porcao central, e idioblastos arre-
dondados, contendo cristais prismaticos na regido palissadica (JORGE et a/, 1994).

PASSIFLORACEAE

A Passifloraceae, familia pantropical, sdo subordinados cerca de 20 géneros e 600 espé-
cies trepadeiras, com gavinhas axilares, menos frequentemente de porte arbustivo ou arbéreo.
Nas Américas, ocorrem 5 géneros e aproximadamente 400 espécies (SACCO, 1980; BERNACCI,
2003; SOUZA & LORENZI, 2008). No Brasil, o género Passifloraé o maior em nimero e importan-
cia econdmica. Duas de suas espécies, conhecidas como maracujd, tém os frutos utilizados na
alimentacao (£ alata Curtis, £ edulis Sims.). As folhas de £ a/ata, adicionalmente, sao inscritas na
Farmacopéia Brasileira (1929; 1959; 1977) em razao de seu uso em extratos vegetais incorpora-
dos em medicamentos fitoterapicos.

A atividade antioxidante, sedativa, ansiolitica e antiinflamatéria atribuida a folhas e fru-
tos de £ alata e P edulis tem sido relacionada a presenca de flavonoides (VARGAS et a/, 2007;
RIVELLI et al/, 2008). Na literatura, é descrita a ocorréncia de saponinas e alcaloides B-
carbolinicos, estes ultimos, recentemente detectados apenas em quantidades traco (REGINATTO
et al, 2004).

O género Passiflora compreende cerca de 400 espécies, duas dezenas das quais restri-
tas a india, China, Australia e Oceania; as demais espécies ocorrem nas Américas (SACCO, 1980;



BERNACCI, 2003). O Brasil, com cerca de 120 espécies, € um dos paises com maior nimero de
representantes nativos. Em Sao Paulo, encontram-se aproximadamente 40 espécies (BERNACCI,
2003).

Os representantes do género evidenciam variacdo morfoldgica. As folhas apresentam-
se alternas, simples, inteiras, lobadas ou partidas, com nervacao trinérvea ou pentanérvea e
margem inteira ou serreada, as vezes glandular (BERNACCI, 2003). Os peciolos exibem, com
frequéncia, glandulas variaveis na forma e em numero. O caule é obtuso-quadrangular, cilindri-
co ou subcilindrico (FREITAS, 1985; BERNACCI, 2003). As flores, geralmente vistosas, propiciam
0 emprego na ornamentacao, além de relacionadas a eventos da paixdo de Cristo, fato a que se
atribui a denominacao flor-da-paixdo (FALEIRO et al, 2005).

Sob o aspecto anatémico, as folhas das passifloras apresentam mesofilo dorsiventral,
estdmatos geralmente anomociticos, feixes vasculares colaterais, cristais de oxalato de calcio,
principalmente agrupados e indumento varidvel (METCALFE & CHALK, 1950; FREITAS, 1985;
BERALDO & KATO, 2010).

POLYGONACEAE

Polygonaceae compreende cerca de 40 géneros e 1.100 espécies de distribuicdo am-
pla, mas com maior nimero de representantes no hemisfério norte. No Brasil, ocorrem 7 géne-
ros e cerca de 100 espécies. As espécies de Triplaris Loefl., Antigonum Rchb., Muehlenbeckia
Meisn. tém encontrado uso como ornamentais (SOUZA & LORENZI, 2008).

Nos géneros Rheum e Polygonum principalmente, observam-se as espécies com im-
portancia na fitoterapia. No Pais, € comum encontrarem-se, em beiras de cérregos e como
invasoras de culturas, diversas espécies de Polygonum denominadas indistintamente como
erva-de-bicho, em alusdo ao uso tradicional em parasitoses e hemorroidas (YANO er a/, 2004;
ZHAO et al, 2009).

O uso terapéutico de Polygonaceae tem encontrado apoio em estudos farmacolégicos,
alguns dos quais detectam a presenca de flavonoides, taninos e antraquinonas (DATTA et al,
2000, 2002; YI et al, 2007; MEI et a/, 2009). A estes ultimos pode-se atribuir a atividade laxativa,
hepatoprotetora e antiinflamatéria (ZHAO et a/, 2009). A tendéncia a acdo antiulcera observada
nos ensaios com extratos preparados com os 6rgaos aéreos de £ persicaria pode ser relaciona-
da a presenca dos primeiros (YANO, H.M., 1999).

A familia é representada por ervas, arbustos e arvores, de folhas inteiras, alternas, com
ocrea, por vezes caduca. No campo, os membros de Polygonum, comuns em dreas alagadicas,
sdo reconhecidos pelo porte herbaceo, de caule, por vezes prostrado, que deixa ver a formacao
de raizes nos nés que se encontram em contato com o solo. Acresce-se a 6crea no caule, resul-
tante da concrescéncia de estipulas e a inflorescéncia terminal espiciforme (BARROSO, 1991;
SOUZA & LORENZI, 2008).

Sob o aspecto anatémico, sao descritos como caracteres gerais da familia as folhas
dorsiventrais, anfiestomaticas, com estdmatos frequentemente paraciticos, presenca de cris-
tais de oxalato de célcio isolados ou agrupados, tricomas tectores e glandulares, células ou
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cavidades secretoras (METCALFE & CHALK, 1950). Nas folhas de 2 persicaria, foram observadas
caracteristicas particulares, que, em conjunto, auxiliam na identificacao e diferenciacdao de
outras espécies, tais como a presenca de tricomas glandulares com 4 a 8 células secretoras e
tricomas tectores lignificados, plurisseriados na base e as células globosas na face adaxial, a
que a literatura atribui a funcao de armazenamento de agua (YANO et a/, 2004).

SOLANACEAE

Solanaceae, familia de ampla distribuicao, porém mais bem representada em regides
tropicais e subtropicais, inclui cerca de 150 géneros e 3.000 espécies. O género So/anum com-
preende o maior numero de representantes. No Brasil, constam 32 géneros e 350 espécies
(SOUZA & LORENZI, 2008).

Essa familia, com grande numero de espécies relevantes na terapéutica, na alimenta-
¢do e como condimento, caracteriza-se pela ocorréncia de alcaloides, esteroides e flavonoides
(KOHARA et al, 2007; SLIMESTAD et al, 2008; BIASTOFF et a/, 2009). A industria do fumo utiliza
folhas de Nicotiana spp. Na alimentacdo, destacam-se a batata (Solanum tuberosum L.), a be-
rinjela (So/anum spp.), as pimentas (Capsicum spp.) e o tomate (Lycopersicum spp.). A beladona
(Atropa belladonna L.), trombeteira [Brugmansia suaveolens (Humb. & Bonpl. ex Willd.) Bercht.
& J.Presl], o meimendro (Hyoscyamus nigerl.), 0 estramonio (Datura stramoniumL.) e ajurubeba
(Solanum spp.) sao algumas das espécies de importancia farmacéutica.

Os alcaloides tropanicos, os componentes de maior interesse terapéutico na familia
devido a sua atividade anticolinérgica, sao empregados como antiespasmdédicos, no tratamen-
to de Ulceras, em procedimentos pré-anestésicos, dentre outros. E os glicoalcaloides, encon-
trados em Solanaceae, mostram uso na semissintese de horménios esteroidais, além de limites
maximos em alimentos devido a toxicidade varidvel a mamiferos (MATSUSHITA et a/, 2005).

A familia é representada por ervas, arbustos e arvores, geralmente de folhas simples,
inteiras ou de margens providas de recortes, de flores pentameras, diclamideas e bissexuadas,
anteras de deiscéncia rimosa ou poricida, ovario supero, geralmente bilocular e pluriovulado,
de fruto baga ou capsula. Nas caracteristicas anatémicas de folhas, encontram-se dados
conflitantes na literatura, mas, de modo geral, convergem para o mesofilo dorsiventral, folhas
hipoestomaticas com estdbmatos anomociticos ou anisociticos em Solanum, tricomas tectores
ramificados e glandulares, presenca de cristais de oxalato de célcio de forma variada e floema
intraxilematico (METCALFE & CHALK, 1950; MORRETES, 1969; BARROSO, 1991; MOBOT, 2010).

Espécies de So/anum, como S. paniculatum L. e S. variabile Mart., conhecidas como
jurubeba, encontram suporte no uso em Ulceras (MESIA-VELA et a/, 2002; ANTONIO et a/, 2004).
O polimorfismo dificulta a analise macroscopica, mas caracteres anatdomicos nas folhas auxili-
am na sua diferenciacdo. S. variabile, comparativamente a espécie farmacopeica (S.
paniculatum), mostra detalhes que permitem sua distincdo. Em ambas as faces, seus tricomas
tectores conicos e tricomas tectores de pedicelo longo, pluricelular, na parte terminal dos
guais se encontram ramificacdes estreladas, evidenciam as paredes notadamente espessadas
por lignina (FURLAN et a/, 1999).



ULCERAS PEPTICAS

Sdo lesbdes cronicas, geralmente aparecem isoladas e com menos de 4cm de diametro.
Embora possam ocorrer em qualquer porcao do trato gastrintestinal, a grande maioria se loca-
liza no duodeno e estdmago. As Ulceras sdao caracterizadas histologicamente como uma
descontinuidade na mucosa que se estende através da camada muscular da mucosa até dentro
da submucosa, ou mais profundamente. Diferenciam-se das gastrites, que sdo, de forma gené-
rica, inflamacdes na mucosa gastrica, podendo ser acompanhadas por hemorragias e erosao da
mucosa (destruicao dos tecidos que nao chega a atingir a camada muscular).

Essas lesdes sao geradas por um desequilibrio entre os mecanismos de defesa da mucosa
gastrica e forcas lesivas (FIGURA 1), particularmente a secrecao acida e a pepsina. Entretanto,
hiperacidez ndo é um requisito, ja que apenas uma minoria dos pacientes com ulcera gastrica
apresenta essa caracteristica (embora quando presente é um fator fortemente ulcerogénico).
Preferencialmente, as Ulceras ocorrem quando as defesas da mucosa colapsam, o fluxo sangui-
neo da mucosa se reduz, o esvaziamento gastrico é retardado ou a restituicdo epitelial esta
debilitada. A Figura 2 mostra a fisiologia da mucosa gdstrica em condi¢des normais.

NORMAL LESAO ULCERA PEPTICA

Restos
necroticos
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ou —
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- Fluxo sanguineo
namucosa
~ Transporte na membrana
~ dasuperficie apical
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Fibrose

- regeneracao epitelial
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FIGURA 1. Esquema da fisiopatologia da Ulcera péptica. Adaptado de KUMAR
(2005)
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FIGURA 2.Regulacao fisioldgica da secrecao gastrica. A figura mostra interagcoes
entre uma célula semelhante as células enterocromafins (ECL) que
libera histamina, uma célula parietal (que secreta acido) e uma célula
epitelial superficial secretora de muco e bicarbonato. As vias fisiol 6gi-
cas (setas em negrito) podem ser estimuladoras (+) ou inibidoras (-). 1
e 3 indicam possiveis influxos de fibras colinérgicas pés-ganglionares,
enquanto 2 mostra o influxo neural do nervo vago sobre uma célula
ganglionar (CG) do sistema nervoso entérico. Os agonistas fisiolégicos
e seus respectivos receptores incluem receptores de acetilcolina
(ACh), muscarinicos (M) e nicotinicos (N); gastrina, receptor de
colecistocinina 2 (CCK,); histamina (HIST), receptor H,e
prostaglandinas E,el, (PGE, PGL,), receptor EP,. A secrecao acida
envolve uma bomba de prétons (P), que é uma H*/K*ATPase, um
cotransportador (C) de K* e Cl e um antitransportador (A) que troca CI
e HCO,. Adaptado de BRUNTON (2006).

A infeccao por Helicobacter pylori é um fator preponderante na patogénese de Ulcera
péptica. Esta presente em praticamente todos os pacientes com ulcera duodenal e em aproxi-
madamente 70% dos que apresentam Ulcera gastrica. Outros fatores, como anti-inflamatérios
nao esteroidais — AINEs (impedem a producédo de prostaglandinas), cigarro (compromete o
fluxo sanguineo e a cicatrizacao) e estresse psicolégico, também contribuem para a formacéo
de ulceras (KUMAR, 2005).

Segundo Glavin & Szabo (1992), os mecanismos de defesa da mucosa sao representados
por fatores classicos, como muco e secrecdo de bicarbonato, bem como prostaglandinas,
sulfidrilas, poliaminas e os gastroprotetores, caracterizados mais recentemente, incluindo fa-
tor relaxante do endotélio/6xido nitrico e dopamina. Quanto a dopamina, verificou-se que seu
efeito protetor no trato gastrointestinal € mediado por um receptor DA, periférico; o estudo

desse mecanismo ainda deve ser aprofundado.



Mecanismos de defesa extraepiteliais, epiteliais e subepiteliais protegem a mucosa
gastroduodenal contra acido e pepsina. Os mecanismos epiteliais incluem o fator de cresci-
mento epidérmico, fosfolipidios ativos na superficie da membrana luminal de células epiteliais,
compostos sulfidrila e rdpida reconstituicdo epidérmica apdés dano. Os mecanismos
subepiteliais incluem fluxo sanguineo da mucosa, fornecendo bicarbonato a mucosa, necessa-
rio para a neutralizacdo do acido que penetra no epitélio e efeito protetor do processo de
secrecdo acida (AINSWORTH & KJELDSEN, 1990).

Entre os agentes que podem lesionar as mucosas, destacam-se o alcool e os anti-infla-
matdrios ndo esteroidais (AINEs), substancias presentes no cotidiano da populacdo. Em ensaios
com animais, foi observado que a administracao oral de prostaglandinas exégenas anterior ao
etanol previne o dano a mucosa em curva dose-resposta. Por meio de estudos histolégicos,
percebeu-se que o comprometimento do fluxo sanguineo tem um papel na etiologia da Ulcera
induzida por esse modelo, devido as lesdes vasculares provocadas pelo etanol (GLAVIN & SZABO,
1992). Mecanismos envolvidos nesse modelo podem ser encontrados na Tabela 1.

TABELA 1. Fatores envolvidos na lesao da mucosa gastrica induzida por etanol (Adaptado
de GLAVIN & SZABO, 1992)

Geracao de radicais livres Producao de muco

Refluxo na difusao de acido Motilidade gastrica

Liberagcao de serotonina Diferenca de potencial transmucosa
Liberacao de histamina Producao enddégena de GSH (glutationa)
Efluxo de sodio e potassio Producao de prostaglandinas

Influxo de calcio Fluxo sanguineo na mucosa gastrica

Producao de leucotrienos
Isquemia

Permeabilidade vascular gastrica

Kawano (2000) realizou um trabalho de revisao em que destaca o papel da endotelina-
1 (ET-1) e do 6xido nitrico (NO) na Ulcera gastrica, inclusive em lesdes causadas por etanol. A
administracao de etanol ou outro estimulo (como, por exemplo, hipdxia) aumenta a liberacao
de ET-1 pelos vasos, sanguineos no estdbmago. A endotelina-1, por sua vez, interage com recep-
tores ET, na musculatura dos vasos promovendo vasoconstricao, que leva a disturbios na
microcirculacdo gastrica, o que contribui para a formacao das lesdes. Ja o éxido nitrico endégeno
ajuda a reduzir as lesdes gastricas hemorragicas provocadas pelo etanol por causa de sua acao
vasodilatadora, que ajuda a regular a microcirculacdo.
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As espécies reativas de oxigénio tém participacdo na patogénese da ulcera gastrica,
inclusive quando essas lesdes sdo ocasionadas por etanol. Atribui-se ao alcool o aumento de
anions superéxido, radicais hidroxila e peroxidacao lipidica na mucosa gastrica, induzindo
estresse oxidativo intracelular (REPETTO, 2002 E KWIECIEN, 2002). Um mecanismo proposto
que relaciona etanol, radicais livres e lesdo gastrica sugere o envolvimento de canais recepto-
res de potencial transiente vaniloides do tipo 1 (TRPV-1), que, ao serem ativados por etanol,
resultam na liberacdo de substancia P que estimula receptores de neurocinina-1 a gerar espé-
cies reativas de oxigénio (GAZZIERI, 2007).

Em relagao aos AINEs, seu efeito colateral mais conhecido é o dano provocado a mucosa
gastrica. Esse dano pode ocorrer por dois mecanismos distintos. O primeiro é a conhecida
inibicdo das enzimas ciclo-oxigenases, diminuindo assim a produc¢do de prostaglandinas
endoégenas. O segundo consiste na formacao de um gradiente de ions que favorece o influxo de
H* para dentro das células da mucosa géstrica, com efluxo de K+ e Na* para o limen, resultando
em mudancas na permeabilidade celular e consequente lesao celular (GLAVIN & SZABO, 1992).

Ha outros mecanismos pelos quais essas substancias podem induzir lesdo. Alguns AINEs,
particularmente os que apresentam carater acido, promovem diretamente a morte de células
epiteliais. Podem também destruir a camada de fosfolipideos tensoativos na superficie da
mucosa (que ajudam na protecao), independentemente de seu efeito sobre a sintese de
prostaglandinas. Ainda sdo capazes de reduzir a capacidade regenerativa promovida pelo EGF
- fator de crescimento epitelial (WALLACE, 2008).

Mais detalhes sobre o mecanismo de formacao de lesdes gastricas por meio da influén-
cia dos AINEs sobre as ciclo-oxigenases estdo na Figura 3.
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FIGURA 3. Mecanismos e fatores envolvidos na lesdo da mucosa gastrica induzida
por anti-inflamatorios ndo esteroidais (AINEs). COX-1 e 2: ciclo-
oxigenases. Adaptado de WALLACE, 2008.



Modelos /n vivo empregados na avaliacdo da atividade antitlcera

A atividade antiulcera de uma substancia desconhecida ou de um extrato vegetal pode
ser medida em animais de experimentacdo frente a quatro modelos distintos:

- inducdo de ulceras por alcool.

inducdo de ulceras por medicamentos (acido acetilsalicilico, indometacina);

inducao de Ulceras por estresse (cirdrgico ou contencao);
- inducao por acido acético (ulcera subcrénica).

Tais modelos sdo os mais utilizados; os 3 primeiros, porque representam os agentes
etiolégicos mais comuns envolvidos na patologia da Ulcera gastrica humana, e o ultimo, por
promover uma lesao mais parecida com a que ocorre no homem. Como os agentes indutores
de ulceras exercem acdo lesiva por diferentes mecanismos, é conveniente estudar a acao
antiulcera da substancia teste ou do extrato vegetal, em todos esses modelos.

0 dlcool, nas concentracgdes utilizadas, € um conhecido agente necrotizante, que lesa a
mucosa gastrica por esse mecanismo. A aspirina ou a indometacina, anti-inflamatérios nao
esteroidais, induzem a lesdes gastricas ao inibirem a biossintese de prostaglandinas (PGE2). O
modelo de Ulcera por estresse envolve mecanismos centrais, principalmente, hipotalamicos
(GLAVIN & SZABO, 1992). O acido acético promove lesao vascular e necrose local; seus mecanis-
mos serdo discutidos mais detalhadamente adiante.

Modelo de inducao por etanol acidificado

A metodologia de inducao de lesées na mucosa gastrica, induzidas por etanol e acido
cloridrico, é normalmente utilizada para a triagem de agentes citoprotetores e antitlcera.

O uso de etanol na inducao de ulceras é realizado por procedimentos simples e
reprodutiveis, com a administracao de diferentes quantidades (0,5 a 2mL) de etanol 50-100%.
Dependendo da quantidade de etanol administrada, entre 10 e 40% da porcao glandular dos
estdmagos de ratos e camundongos se tornam cobertas por lesées hemorragicas e Ulceras, que
sdo observadas entre 1 e 2 horas apds a administracao. Estudos feitos com base no tempo do
modelo demonstram que a maior parte das lesdes se forma dentro de 1 a 3 minutos do contato
do etanol com a mucosa. Por esse modelo, foi observado que a administragdo de prostaglandinas
exdgenas antes da dose de etanol previne o dano a mucosa em curva dose-resposta (GLAVIN &
SZABOL, 1992).

Alguns estudos demonstraram que radicais livres de oxigénio e peroxidacao lipidica
tém importante papel na formacao de lesdes gastricas agudas, induzidas por etanol. O etanol
induz uma venoconstricao rapida e intensa, acompanhada por uma rapida e intensa dilatacao
arteriolar. Os oxirradicais gerados provocam profundas mudancas no ambiente celular, levando
a morte das células. Em razdo de sua alta reatividade, atacam constituintes essenciais, como
acidos nucleicos, proteinas ou lipideos, induzindo também a peroxidacao dos lipidios de mem-
brana, levando a formacdo de compostos toxicos, como epdxidos e aldeidos, e gerando novos
radicais livres. A peroxidacao lipidica resulta na producao e na liberacao de substancias que
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ativam leucécitos polimorfonucleares. O grau de infiltracdao de neutréfilos na mucosa gastrica
foi relacionado a génese da lesao. Neutréfilos contém a enzima NADPH oxidase, que reduz o
oxigénio molecular ao radical anion superdxido. Esses leucécitos também sao os mediadores
primdrios do aumento da permeabilidade vascular (LA CASA et a/, 2000).

Modelo de indugao por anti-inflamatérios nao esteroidais

A teoria relacionada a esse modelo de inducdo é muito importante para o entendimen-
to do mecanismo da ulceracdo gastrica envolvido nesse processo.

A literatura indica que os anti-inflamatérios nao esteroidais (AINEs) induzem danos gas-
tricos por, pelo menos, dois mecanismos. O primeiro consiste no bem caracterizado efeito do
bloqueio das ciclo-oxigenases pelos AINEs, inibindo, assim, as prostaglandinas endégenas. O
segundo mecanismo é denominado “armadilha de ions” e resulta da dissociacao acida de AINEs
(pKa = 3,5 - 4,0), no ambiente intracelular comparativamente neutro (pH = 7,0) das células da
mucosa. No estado ionizado, AINEs sao soltveis em agua e ficam “presos” dentro da célula,
criando um gradiente de concentracdo que favorece o movimento de ions dissociados de &ci-
dos organicos fracos (AINEs) para a mucosa gdstrica. Alteracdes da permeabilidade celular e
injurias resultam do influxo de ions hidrogénio, enquanto ions de sédio e potassio movem-se
para dentro do limen gastrico. O tamponamento do pH intraluminal para 6,0-7,0 diminui o
dano gastrico induzido por AINEs, sendo que esta propriedade foi explorada na producao de
varios AINEs tamponados (GLAVIN & SZABO, 1992).

Modelos de inducao por estresse

Ligadura do piloro - estresse cirdrgico

A ligadura do piloro estimula a liberacao de acido por um periodo de quatro a seis horas.
Ha indicagdes que essa resposta se da por reflexos do nervo vago, através de sensores de pres-
sdo localizados na regido do piloro (ALUMETS, 1982). Esse modelo é utilizado para a avaliacdo
das propriedades antissecretoras de compostos, porque foi demonstrado que a hipersecrecao,
apos ligadura pildrica, é mediada predominantemente por ativacao dos reflexos vagovagais
(THOMPSON, 1990). Segundo Loscalzo (1981) e Parmar (1984), essa resposta é inibida (entre
outros modos) por antagonistas de receptores H2 como a cimetidina, ja que ha outros mecanis-
mos envolvidos nesse processo. No entanto, outros autores relataram que a cimetidina nao
tem efeito pronunciado nesse modelo (OKABE, 1977; SALIM, 1988).

Contengdo - Imersao em dgua

Ap6s administracao dos extratos, os animais sao imobilizados por introducao em tubos
de PVC, com 4cm de diametro e 8cm de altura, fechados na parte anterior por uma tela e, na
parte posterior, por tampa de rosca. Os animais permanecem imersos em agua, até a altura do



xifoide, a 25°C, durante 17 horas, sob iluminacao direta e constante. Apds esse periodo, 0s
animais sao sacrificados e medidos os tamanhos das ulceracdes. As ulceragdes sao classificadas
em determinados niveis, sendo leve (I): com presenca de edema, hiperemia e hemorragia
puntiforme na submucosa; moderada (Il): presenca de lesdes hemorragicas na submucosa,
com pequenas erosdes; severa (lll): presenca de hemorragia, com erosdes severas e algumas
lesdes invasivas.

Das et a/(1998) demonstraram que a ulceracdo gastrica aguda, induzida por estresse
com frio e contencdo em ratos, é causada pela geracao de radicais hidroxila dependente de ion
metdlico e por inativacdo oxidativa da peroxidase gdstrica, uma importante enzima
sequestradora de peréxido de hidrogénio.

Com base em resultados obtidos em ratos, Yu et a/ (1997) sugerem que éxido nitrico
(NO), derivado de 6xido nitrico sintase induzida (iNOS), pode ter funcao importante na supres-
sdo de danos a mucosa do estébmago, induzidos por estresse. Nishida et a/ (1997), utilizando
esse modelo de inducdo de Ulcera gastrica, verificaram que uma diminuicao da atividade de
oxido nitrico sintase constitutiva (c(NOS) e um aumento de iNOS da mucosa gdstrica estao rela-
cionados ao desenvolvimento de lesées da mucosa gastrica. O mesmo foi verificado por Nishida
et al. (1998), em que animais submetidos a um periodo de estresse de seis horas, sob conten-
¢ao e imersao em agua, mostraram um aumento de nitrito/nitrato, que sdao produtos de decom-
posicdo de éxido nitrico. De maneira concomitante, foi verificado o aumento de atividade de
NO sintase induzida (iNOS). Pré-tratamento com aminoguanidina, um inibidor seletivo da iNOS,
reduziu tanto o nimero de ulceragdes, como nitrito/nitrato.

NO, além de estimular a secrecdo de muco e bicarbonato, e manter o fluxo sanguineo
gastrico, promove a angiogénese /n vivo e in vitro. Como ja citado anteriormente, a biossintese
de NO é conduzida por uma familia de isozimas, incluindo NOS neuronal (nNOS), NOS endotelial
(eNOS) e NOS induzida (iNOS). Como os nomes sugerem, nNOS e eNOS sédo constitutivas (exis-
tem originalmente) em neurénios e células endoteliais, respectivamente. Em contraste, iNOS
nao existe normalmente nos tecidos, mas pode ser induzida por varias condicdes patolégicas
(MA & WALLACE, 2000).

Modelo de indugao por acido acético

De acordo com um completo trabalho de revisao, realizado por Okabe & Amagase (2005),
as principais razdées do uso desse modelo consistem primordialmente de trés fatores: primeiro
na sua relativa simplicidade de execucdo, com a formacao de ulceras de tamanho e severidade
constantes com incidéncia de 100%; depois, esse modelo é o que mais se aproxima da Ulcera
humana, tanto em termos patoldgicos quanto de cicatrizacdo; por fim, as ulceras formadas
respondem bem a varios agentes antiulcera, como inibidores da bomba de préton, sucralfato
e diversos fatores de crescimento. Apés estudos histopatoldgicos, concluiu-se que o mecanis-
mo de formacao de Ulceras por esse modelo comeca por lesao vascular, que resulta em necrose
isquémica, provocando a ulceracéo. Por fim, a fase crénica muito se assemelha as ulceras hu-
manas. Quanto ao processo de cicatrizacao, foi observado que farmacos anti H2 nao tém um
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efeito pronunciado sobre as Ulceras formadas pelo acido acético, fato que pode ser explicado
pela inibicao da angiogénese no tecido de granulacao pelo bloqueio dos receptores H2, resul-
tando em um fator desfavoravel a cicatrizacdo. Ja os inibidores da bomba de prétons aceleram
de forma significante a cicatrizacdao quando utilizados nesse modelo, assim como
prostaglandinas e seus analogos.

Pesquisas de espécies vegetais com atividade antillcera, realizadas no
laboratério de Farmacognosia da FCF-USP

A selecdo das espécies estudadas foi baseada no uso popular, com o objetivo de sua
comprovacao. Suffredini et a/. em 1999, testaram os extratos e fracdes de caules de Microgramma
squamulosa (Kaulf.) de la Sota (Polypodiaceae) em ratos frente inducdo por etanol acidificado,
estresse (imersao em agua) e acido acético (modelo subcronico), obtendo indicacao de ativida-
de antitlcera (por resultados positivos frente aos dois ultimos modelos), atribuida a acao local
de taninos e sistémica de flavonoides glicosilados presentes no extrato elaborado. Guaraldo et
al. em 2001, utilizando os mesmos métodos, também obtiveram indicacao dessa atividade
para os caules de Davilla rugosaPoir. (Dilleniaceae), onde foi constatada a presenca de saponinas
e flavonoides, possivelmente correlacionados a acao antiulcera.

Utilizando o modelo de ligadura do piloro, constatou-se que extratos de folhas e frutos
de Sapindus saponaria L. (Sapindaceae) reduzem o volume de secrecdo gastrica, bem como o
tamanho de lesées induzidas por estresse (Albiero et a/, 2002).

O extrato hidroetandlico de folhas de Campomanesia xanthocarpa O. Berg (Myrtaceae),
assim como o extrato e fracdes de folhas de caju (Anacardium occidentale L., Anacardiaceae),
demonstraram atividade citoprotetora frente ao modelo de inducao por etanol acidificado.
Foram encontrados e identificados flavonoides no extrato de caju, como a quercetina e alguns
de seus glicosideos, substancias que podem estar relacionadas a acao encontrada (MARKMAN,
2004; KONAN, 2007). Utilizando a mesma metodologia para atividade antiulcera, verificou-se
que o extrato hidroalcodlico das partes aéreas de Melampodium camphoratum (L. f.) Baker
(Asteraceae), quando administrado a ratos em dose de 400mg/kg, apresenta desempenho se-
melhante ao do misoprostol a 100 pg/kg (SAITO et a/, 2007); Ishikawa et a/ (2008) observaram
gue o extrato em etanol 70% de folhas de Plinia edulis (Vell.) Sobral (Myrtaceae), em doses de
100 e 200mg/kg, apresenta acao antiulcera semelhante a lansoprazol em dose de 30mg/kg,
enquanto a dose de 400mg/kg demonstrou atividade mais potente. Possivelmente
correlacionados a acdo citoprotetora, foram identificados triterpenos como a 4amirina e o
acido oleandlico. Donatini et a/ (2009) encontraram também atividade citoprotetora para o
extrato em etanol/agua de folhas de Syzygium jambos (L.) Alston (Myrtaceae), no entanto o
mesmo nao foi capaz de promover cicatrizacdo em lesdes induzidas por acido acético. Em
2009, Toledo-Dias et al. observaram também acdo antitulcera em modelo de inducao por etanol/
HCl, utilizando extratos de Baccharis trimera (Less.) DC. (Asteraceae), obtendo reducao de 90%
no tamanho das lesées com dose de 200mg/kg.



CONSIDERACOES FINAIS

A avaliacdo da qualidade de drogas vegetais implica a andlise de conjuntos de caracteres.
Como observado anteriormente, o conhecimento de caracteres de niveis hierdrquicos superi-
ores ao da espécie em questdo é um facilitador, principalmente quando o material vegetal
encontra-se fragmentado ou mesmo pulverizado. Por vezes, em casos de adulteragdo ou subs-
tituicao de drogas vegetais por espécies do mesmo género, sem valor terapéutico, evidencia-
se como fundamental a complementacado da andlise através do perfil fitoquimico. O estudo
morfoanatémico de espécies medicinais inegavelmente promove o conhecimento tanto sob
o aspecto analitico, como para o aprofundamento de discussdes sobre a variacdo morfoldgica
e anatémica em resposta a multiplicidade de fatores externos exercida nas plantas. Embora
incipiente e representada por algumas publica¢des, a andlise que emprega técnicas moleculares
pode, em futuro préximo, auxiliar a diagnose de formulacdes contendo associacdes de drogas
vegetais.

Drogas vegetais padronizadas, utilizadas pela populacdo para problemas
gastrointestinais, foram estudadas em alguns modelos /n vivo. Comprovada a atividade, ha
necessidade de verificacdo da seguranca, elaboracao de formulagdes e realizacao de ensaios
clinicos, para que os produtos possam ser registrados e, finalmente, comercializados. Dessa
maneira, através de pesquisas interdisciplinares, sera obtido um produto final de qualidade.

REFERENCIAS

AINSWORTH, M.A.; KJELDSEN, J. Defense mechanisms of the gastroduodenal mucosa. The significance of
epithelial and subepithelial factors for the development of acute and chronic ulceration. Ugeskr Laeger,
v.152, p.2542-2546, 1990.

ALBIERO, A.L.M,; SERTIE, J.A.A.; BACCHI, E.M. Antiulcer activity and toxicity of Sapindus saponarial.inthe rat.
Journal of Ethnopharmacology,v.82, p.41-44, 2002.

ALUMETS, J.; EKELUND, M.; HAKANSON, R.; HEDENBRO, J.; REHFELD, J.F.; SUNDLER, F.; VALLGREN S. Gastric acid
response to pylorus ligation in rats: is gastrin or histamine involved? The Journal of Physiology, v.323, p.145-
156, 1982.

ANTONIO, J.M.; GRACIOSO, J.S.; TOMA, W.L.; LOPEZ, C.; OLIVEIRA, F.; SOUZA BRITO, A.R.M. Antiulcerogenic
activity of ethanol extract of Solanum variabile (false “jurubeba”). Journal of Ethnopharmacology, v.93,n.1,
p.83-88, 2004.

AURICCHIO, M. T.; BUGNO, A.; BARROS, S. B. M. ; BACCHI, E. M. . Atividades antimicrobiana e antioxidante e
toxcidade de £Fugenia unifiora. Latin American Journal of Pharmacy, v. 26, p. 76-81, 2007.

BARROSO, G.M. Sistematica de angiospermas do Brasil. Sdo Paulo: EDUSP (v.1, 1978). Vicosa: UFV (v.2,v.3,
1991).

BERALDO, J.; KATO, E.T.M. Morfoanatomia de folhas e caules de Passiflora edulisSims, Passifloraceae.Brazilian
Journal of Pharmacognosy, v.20, n.2, p.233-239, 2010.

BERNACCI, L.C. Passifloraceae.In: Wanderley, M.G.L; Shepherd, G.J.; Giulietti, A.M.; Melhem, T.S. cords. Flora
fanerogamica do estado de Sao Paulo. Sdo Paulo: FAPESP, RIMA, 2003. p.247.

FARMACOGNOSIA

1

O

1



| FARMACOGNOSIA

_
O
N

BIASTOFF, S.; BRANDT, W.; DRAGER, B. Putrescine N-methyltransferase — The start for alkaloids. Phytochemistry,
v. 70, p. 1708-1718, 2009.

BISHAYEE, A.; CHATTERJEE, M. Protective effects of Mikania cordata root extract against physical and
chemical factors-induced gastric erosions in experimental animals. Planta Medica, v.60, n.2, p.110-
113, 1994.

BRASIL. Ministério da Saude. Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. Resolu¢do RDC n° 14, de 31 de marco de
2010. Registro de medicamentos fitoterapicos. DOU n° 63, 5 de abril de 2010.

DAS, D, BANDYOPADHYAY, D.; BANERJEE, R.K. Oxidative inactivation of gastric peroxidase by site-specific
generation of hydroxyl radical and its role in stress-induced gastric ulceration. Free Radical Biology & Medicine,
v.24, p.460-469, 1998.

DATTA, B.K,; DATTA, S.K., RASHID, M.A.; SARKER, S.D. Flavonoids from Polygonum stagninum (Polygonaceae).
Biochemical systematic and ecology, v.30, n. 7, p. 693-696, 2002.
DATTA, B.K.; DATTA, S.K,; RASHID, M.A.; NASH, R.J.; SARKER, S.D. A sesquiterpene acid and flavonoids from
Polygonum viscosum. Phytochemistry, v. 54, n.2, p. 201-205, 2000.

DONATINI,R.S.; ISHIKAWA, T; BARROS, S.B.M; BACCHI, E.M. Atividades antitlcera e antioxidante do extrato de
folhas de Syzygium jambos (L.) Alston (Myrtaceae). Brazilian Journal of Pharmacognosy, v.19, n.1A, p.89-
94, 2009.

FALEIRO, F.G.; JUNQUEIRA, N.T.V.; BRAGA, M.F. Germoplasma e melhoramento genético do maracujazeiro. In:
Idem (eds.). Maracuja: germoplasma e melhoramento genético. Planaltina: Embrapa Cerrados, 2005, 670 p.
FARMACOPEIA Brasileira. 1977. 3. ed. So Paulo: Andrei.

FARMACOPEIA Brasileira. 2002. 4. ed. Sdo Paulo: Atheneu.

FARMACOPEIA dos Estados Unidos do Brasil. 1959. 2. ed. Sao Paulo: Siqueira.

FOGLIO, M.A; DIAS, P.C.; ANTONIO, M.A.; POSSENTI, A.; RODRIGUES, R.A.F,; SILVA, E.F,; REHDER, V.L.G.; CARVA-
LHO, J.E. Antiulcerogenic activity of some sesquiterpene lactones isolated from Artemisia annua.
Planta Medica, v.68, n.6, p.515-518, 2002.

FREITAS, P.C.D. Estudo farmacogndstico comparativo de espécies brasileiras do género Passiflora.
1985. 133 p. Dissertacao (Mestrado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sao Paulo, Sao
Paulo.

FU,Y.; ZU, Y.; CHEN, L,; SHI, X,; WANG, Z.; SUN, S.; EFFERTH, T. Antimicrobial activity of clove and rosemary
essential oils alone and in combination. Phytotherapy Research, v. 21, n. 10, p. 989-994, 2007.

FURLAN, C.M.; KATO, E.-T.M.; OLIVEIRA, F. Caracterizacao farmacognéstica da droga e do extrato fluido de
Solanum variabile Mart. LECTA - USF, v. 17, n. 2, p. 9-35, 1999.

GAZZIERI, D.; TREVISANI, M.; SPRINGER, J.; HARRISON, S.; COTTREL, G.S.; ANDRE, E.; NICOLETTI, P; MASSI, D.;
ZECCHI, S.; NOSI, D.; SANTUCCI, M.; GERARD, N.P; LUCATTELLI, M.; LUNGARELLA, G.; FISCHER, A.; GRADY, E.F,;
BUNNETT, N.W.; GEPPETTI, P. Substance P released by TRPV1-expressing neurons produces reactive oxygen
species that mediate ethanol-induced gastric injury. Free Radical Biology & Medicine, v.43, p.581-589,
2007.

GLAVIN, G.B.; SZABO, S. Experimental gastric mucosal injury: laboratory models reveal mechanisms of
pathogenesis and new therapeutic strategies. The FASEB Journal, v.6, p.825-831, 1992.

GUARALDO, L.; SERTIE, J.A.A.; BACCHI, E.M. Antiulcer action of the hydroalcoholic extract and fractions of



Davilla rugosa Poiret in the rat. Journal of Ethnopharmacology, v.76, p.191-195, 2001.

ISHIKAWA, T.; DONATINI, R.; DIAZ, I.; YOSHIDA, M.; BACCHI, E.; KATO, E.T.M. Evaluation of gastroprotective
activity of Plinia edulis (Vell.) Sobral (Myrtaceae) leaves in rats. Journal of Ethnopharmacology, v. 118, p.
527-529, 2008.

ISHIKAWA, T.; KATO, E.T.M.; YOSHIDA, M.; KANEKO, T. M. Morphoanatomic aspects and phytochemical screening
of Plinia edulis(Vell.) Sobral (Myrtaceae). RBCF. Revista Brasileira de Ciéncias Farmacéuticas, v. 44, p.515-
520, 2008.

JORGE, L.l.F,; OLIVEIRA, F.; KATO, E.T.M.; OLIVEIRA, I. Caracterizagdo farmacognéstica das folhas e dos frutos de
Eugenia unifloral. — Myrtaceae. LECTA - USF, v.12, n. 2, p. 103-120, 1994.

KAWANO, S.; TSUJI, S. Gastric mucosal protection and cell proliferation. Role of mucosal blood flow: A conceptional
review in gastric mucosal injury and protection. Journal of Gastroenterology and Hepatology, v.15. supl.D1-
D6, 2000.

KESZEI, A.; HASSAN, Y.; FOLEY, W.J. A biochemical interpretation of terpene chemotypes in Melaleuca alternifolia.
Journal of Chemical Ecology , v. 36, n. 6, p. 652-661, 2010.

KOHARA, A;NAKAJIMA, C;YOSHIDA, S.; MURANAKA, T. Characterization and engineering of glycosyltransferases
responsible for steroid saponin biosynthesis in Solanaceous plants. Phytochemistry, v. 68, n. 4, p. 478-486,
2007.

KONAN, A.N.; BACCHI, E.M. Antiulcerogenic effect and acute toxicity of a hydroethanolic extract from the
cashew (Anacardium occidentale L) leaves. Journal of Ethnopharmacology, v.112, p.237-242, 2007.
KUMAR, V.; ABBAS, AK.; FAUSTO, N. Robbins & Cotran Pathologic Basis of Disease. 7.ed. Philadelphia:
Elsevier Saunders, 2005.

KWIECIEN, S.; BRZOZOWSKI, T.; KONTUREK, S.J. Effects of reactive oxygen species action on gastric mucosa in
various models of mucosal injury. Journal of Physiology and Pharmacology, v.53, n.1, p.39-50, 2002.

LA CASA, C.VILLEGAS, I.; ALARCON DE LA LASTRA, C.; MOTILVA, V.; CALERO, M.J.M. Evidence for protective and
antioxidant properties of rutin, a natural flavone, against ethanol induced gastric lesions. J. Ethnopharmacol.,
v.71, n.1/2, p.45-53, 2000.

LANDRUM, L.R., KAWASAKI, M.L. The genera of Myrtaceae in Brazil: an illustrated synoptic treatment and
identification keys. Brittonia, v. 49, n.4, p.508-536, 1997.

LORENZI, H.; SOUZA, H.M.; TORRES, M.A.V.; BACHER, L.B. Arvores exéticas no Brasil. Nova Odessa: Plantarum,
2003. p. 271-290.

LOSCALZO, B.; AGRUSTA, A.; AGRUSTA, M.; CERCIELLO, A.; CRISCI, A.; TROVATO, C. Cimetidine in experimental
gastric ulcers induced by pyloricligation. Bollettino della Societa Italiana di Biologia Sperimentale, v.57,
n.1, p.80-85, 1981.

MA, L.; WALLACE, J.L. Endothelial nitric oxide synthase modulates gastric ulcer healing in rats. American
Journal of Physiology: Gastrointestinal Liver Physiology, v.279, p.G341-G346, 2000.

MARKMAN, B. E. O.; BACCHI, E. M.; KATO, E. T. M. Antiulcerogenic effects of Campomanesia xanthocarpa.
Journal of Ethnopharmacology, v. 94, p. 55-57, 2004.

1

FARMACOGNOSIA

O



| FARMACOGNOSIA

1

O

4

MATSUSHITA, S.; YOSHIZAKI, M.; FUJIWARA, Y.; IKEDA, T.; ONO, M.; OKAWARA, T.; NOHARA, T. Facile conversion of
23-hydroxyspirosolane into pregnane. Tetrahedron Letters, v. 46, n. 20, p. 3549-3551, 2005.

MAZZANTI, G.; BATTINELLI, L.; DANIELE, C.; COSTANTINI, S.; CIARALLI, L.; EVANDRI, M.G. Purity control of some
Chinese crude herbal drugs marketed in Italy. Food and Chemical Toxicology, v.46, p. 3043-3047, 2008.
MEI, R.; LIANG, H.; WANG, J.; ZENG, L.; LU, Q.; CHENG, Y. New Seco-anthraquinone glucosides from Rumex
nepalensis. Planta Medica, v.75, n.10, p. 1162-1164, 2009.

MESIA-VELA, S., SANTOS M.T, SOUCCARC., LIMA-LANDMAN M.T.R., LAPA A . Solanum paniculatumL. Jurubeba):
Potent inhibitor of gastric acid secretion in mice. Phytomedicine, v.9, n. 6, p.508-514, 2002.

METCALFE, C.R.; CHALK, L. Anatomy of dicotyledons. Oxford: Clarendon Press, 1950.
MISSOURIBOTANICAL GARDEN. Research. Disponivel em: http://www.mobot.org/mobot/research. Acesso em
setembro de 2010.

MORRETES, B.L. Contribuicao ao estudo da anatomia das folhas de plantas de cerrado Ill. Boletim da Faculda-
de de Filosofia Ciéncias e Letras, v. 24, p. 9-32, 1969.

NGUYEN, M.T.T,; SURESH AWALE, S, TEZUKA, Y, TRAN, Q. WATANABE, H.; KADOTA, S. Xanthine oxidase inhibitory
activity of Vietnamese medicinal plants. Biological & Pharmaceutical Bulletin, v. 27, n.9, p. 1414-1421,
2004.

NISHIDA, K., OHTA, Y., ISHIGURQ, I. Changes in nitric oxide production with lesion development in the gastric
mucosa of rats with water immersion restraint stress. Research Communications in Molecular Pathology
& Pharmacology, v.100, p.201-212, 1998.

NISHIDA, K., OHTA, Y., ISHIGURO, |. Role of gastric mucosal constitutive and inducible nitric oxide synthasesin
the development of stress induced-gastric mucosal lesions in rats. Biochemical and Biophysical Research
Communications, v.236, p.275-279, 1997.

OKABE, S.; AMAGASE, K. An overview of acetic acid ulcer models - The history and state of the art of peptic ulcer
research. Biological & Pharmaceutical Bulletin, v.28, n.8, p.1321-1341, 2005.

OKABE, S.;TAKEUCHI, K.; URUSHIDANI, T, TAKAGI, K. Effects of cimetidine, a histamine H_-receptor antagonist,
on various experimental gastric and duodenal ulcers. Digestive Diseases and Sciences, v.22,n.8, 1977.
OKAMOTO, M.K.H.; KATO, E.T. M.; BACCHI, E. M. Morfoanatomia de folhas de Psidium guajaval. (Myrtaceae).
Latin American Journal of Pharmacy, v. 28, p. 599-603, 2009.

OLIVEIRA, F. Biofarmacognosia das espécies brasileiras da se¢do Globosae Robinson do género
MikaniaWilldenow. 1983. 249 p.Tese (Livre Docéncia). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade
de Sao Paulo, Sao Paulo.

OLIVEIRA, F,; AKISUE, G. O problema da adulteracdo de drogas. Revista Brasileira de Farmacia, v.54,n.2, p.
71-83, 1973.

OLIVEIRA, F,; AKISUE, G.; AKISUE, M.K. Farmacognosia. Séo Paulo: Atheneu,1998. 419p.

PARMAR, N.S.; HENNINGS, G. The gastric antisecretory activity of 3-methoxy-5,7,32 42 -tetrahydroxyflavan (ME)
- a specific histidine decarboxylase inhibitor in rats. Inflammation Research, v.15, n.3-4, 1984.

PAULSEN, E.; OTKJAR, A.; ANDERSEN, K.E. The coumarin herniarin as a sensitizer in German chamomile
[Chamomilla recutita (L.) Rauschert, Compositae]. Contact Dermatitis, v. 62, n. 6, p. 338-342, 2010.



REGINATTO, F.H.; GOSMANN, G.; SCHRIPSEMA, J.; SCHENKEL, E.P. Assay of quadranguloside, the major saponin
of leaves of Passiflora alata, by HPLC-UV. Phytochemical Analyses, v. 15, p.195-197, 2004.

REPETTO, M.G.; LLESUY, S.F. Antioxidant properties of natural compounds used in popular medicine for gastric
ulcers. Brazilian Journal of Medical and Biological Research, v.35, p.523-534, 2002.

RIVELLI, D.P.; ROPKE, C.D.; ALMEIDA R.L.; SILVA, V.V.; SAWADA, T.C.H. ; WASICKY, A.; KATO, E.T. M.; BACCHI, E.
M.; BARROS, S. B. M. Atividade antioxidante /n vitrode extratos de Passiflorasp (maracujd) avaliada por ORAC.
Allured’s Cosmetics & Toiletries, v. 20, p. 54-59, 2008.

SACCO, J.C. Passiflordceas.|n: Reitz, R. Flora ilustrada catarinense. Itajai: Herbario Barbosa Rodriguez, 1980.
132p.

SAITO, S.M.; BACCHI, E.M,; KATO, E.T.M, BARROS, S.B.M.; ASAZU, S.N.; BUGNO, A.; BERNUSSO, L. Antiulcerogenic,
antimicrobial and antioxidant effects of Melampodium camphoratum. Latin American Journal of Pharmacy,
v. 26, p. 96-99, 2007.

SALIM, A.S. Gastric diversion or pylorus ligation for gastric mucosal integrity and acid secretion studies in the rat?
Digestive Diseases and Sciences, v.33, n.11, p.1441-1444, 1988.

SILVA, R.A.D. FARMACOPEIA dos Estados Unidos do Brasil. 1929. 12 ed. Séo Paulo: Nacional.

SLIMESTAD, R.; FOSSEN, T.; VERHEUL, M.J. The flavonoids of tomatoes. Journal of Agricultural of Food
Chemitry, v. 56, p. 2436-2441, 2008.

SOUZA, V.C.; LORENZI, H. Botanica sistematica. Guia ilustrado para identificacdo das familias de Fanerégamas
nativas e exdticas no Brasil, baseado em APGI. 2. ed. Nova Odessa: Instituto Plantarum, 2008.

SUFFREDINI, 1.B.,BACCHI, E.M., SERTIE, J.A.A. Antiulcer action of Microgramma squamulosa(Kaulf.) Sota. Journal
of Ethnopharmacology, v.65, p.217-223, 1999.

THOMPSON, E.B. Drug bioscreening: drug evaluation techniques in pharmacology. New York: VHC,
1990. 366p.

TOLEDO DIAS, L.F; MELQ, E. S.; Hernandes, L.S.; BACCHI, E. Atividades antitlcera e antioxidante Baccharis
trimera (Less) DC. Revista Brasileira de Farmacognosia, v. 19, p. 309-314, 2009.

TOLEDO-DIAS, L.F; MELO, E.S.; HERNANDES, L.S.; BACCHI, E.M. Atividades antitulcera e antioxidante Baccharis

trimera (Less) DC (Asteraceae). Brazilian Journal of Pharmacognosy, v.19, n.1B, p.309-314, 2009.

VARGAS, AJ.;. GEREMIAS, D.S.; PROVENSI, G.; FORNARI, PE.; REGINATTO, F.H.; GOSMANN, G.; SCHENKEL, E.P;
FRODE, T.S. Passiflora alataand P edulisspray-dried aqueous extracts inhibitinflammation in mouse model of
pleurisy. Fitoterapia, v. 78, p.112-119, 2007.

WALLACE, J.L. Prostaglandins, NSAIDs, and gastric mucosal protection: why doesn’t the stomach digest itself?
Physiological Reviews, v.88, p.1547-1565, 2008.

WANG, H.; DUB,Y.; SONG, H. &-Glucosidase and & -amylase inhibitory activities of guava leaves. Food Chemistry,
v. 123, p. 6-13, 2010.

WORLD Health Organization. Quality control methods for medicinal plant materials. Geneva: World
Health Organization, 1998. 123p.

WORLD Health Organization. WHO guidelines for assessing quality of herbal medicines with reference to

1

FARMACOGNOSIA

O



| FARMACOGNOSIA

—
O
@)

contaminants and residues. Geneva: WHO Press, 2007.

YANO, H.M. Estudo farmacognéstico e farmacolégico de Polygonum persicarial.. 1999, Dissertacdo (mestrado)
- Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo.

YANO, H. M.; KATO, E.T. M.; BACCHI, E. M. Caracterizacao farmacognéstica de Polygonum persicarial.. Revista
do Instituto Adolfo Lutz, v. 63, n. 2, p. 143-148, 2004.

Y1, T, LEUNG, K.S.Y,; LU, G.; ZHANG, H.; CHAN, K. Identification and determination of the major constituentsin
traditional Chinese medicinal plant Polygonum multiflorumthunb by HPLC coupled with PAD and ESI/MS.
Phytochemical Analysis, v.18, n. 3, p.181-187, 2007.

YOSHIDA, T.; ITO, H.; YOSHIMURA, M.; MIYASHITA, K.; HATANO, T. C-Glucosidic ellagitannin oligomers from
Melaleuca squarrosaDonn ex Sm., Myrtaceae. Phytochemistry, v.69, p. 3070-3079, 2008.

YU, H., SATO, E.F, MINAMIYAMA, Y., ARAKAWA, T., KOBAYASHI, K., INOUE, M. Effect of nitric oxide on stress-
induced gastric mucosal injury in the rat. Digestion, v.58,p.311-318, 1997.

ZHAO, Y., WANG, J.; ZHOU, G.; SHAN, L.; XIAO, X. Investigations of free anthraquinones from rhubarb against &-
naphthylisothiocyanate-induced cholestatic liver injury in rats. Basic & Clinical Pharmacology & Toxicology,
v.104, p.463-469, 20009.



Kratom - Mitragyna speciosa

LEGISLACAO QUE INCIDE

SOBRE COLETA, ACESSO AO
PATRIMONIO GENETICO £ AOS

CONHECIMENTOS
TRADICIONAIS ASSOCIADOS

Fernanda Alvares da Silva

INTRODUCAO

O Brasil possui a maior cobertura de florestas tropicais
do mundo e a mais rica biodiversidade do planeta. Quase 65%
da regido amazonica esta localizada em terras brasileiras. S6 a
Amazobnia abriga cerca de um terco das florestas tropicais do
mundo e a maior bacia de 4gua doce do planeta. Assim, a
biodiversidade torna-se um recurso estratégico para o pais.

O Brasil é um pais megadiverso, com uma riqueza de
flora e fauna invejavel a qualquer pais desenvolvido, uma vez
gue esse patrimoénio podera ser utilizado para diversas finali-
dades, especialmente no setor quimico e farmacéutico
(HERINGER, 2007).

Até 1992, os recursos genéticos eram considerados
patrimonio da humanidade. A justificativa social era bastante
aceitavel e se suportava na garantia de que, dentre os seres
vivos, ainda desconhecidos, poderia estar presente uma série
de principios ativos potencialmente capazes de trazer a cura
para as mais diversas mazelas de preocupa¢ao mundial, como
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o cancer e a AIDS, bem como a base para o desenvolvimento de produtos inovadores na area
cosmética e alimenticia (CUNHA, 2006).

O Brasil, “com seus 8,5 milhdes de quildmetros quadrados, dono de sete zonas geografi-
cas distintas, entre elas a maior planicie inundavel, o Pantanal, e a maior floresta tropical Umida,
a Amazonia, é o pais mais megadiverso do planeta”. Essa megadiversidade, além de possuir o
maior banco genético e a maior bacia hidrogréfica (um terco da agua doce disponivel em todos
os continentes) do mundo, é potencializada por um fator ainda maior: a existéncia de popula-
¢oes nativas, indigenas, ribeirinhas, caboclas, remanescentes quilombolas e outras, dotadas de
conhecimento por vezes milenares, que desenvolvem praticas tradicionais de uso sustentavel
desses recursos naturais, aplicando os principios ativos de certas substancias para diversos fins,
tais como o medicinal (DIAS, 2010).

A contribuicdo dessas é fundamental para a conservacdo do patriménio biolégico e
genético de nosso pais. Assim, é compreensivel que o somatério dessa riqueza bioldgica com
o conhecimento tradicional desperte a cobica por parte de indUstrias madeireiras, farmacéuti-
cas, de cosméticos e outras, além de colecionadores de animais. Partindo desse pressuposto, a
biodiversidade deve ser considerada um bem juridico relevante, e diante das agressées huma-
nas a esse bem juridico, cabe ao Direito ocupar-se da interdicao das condutas lesivas a esse
patriménio da humanidade (DIAS, 2010).

O uso de plantas da biodiversidade brasileira em conjunto com os conhecimentos tra-
dicionais dos povos indigenas e comunidades tradicionais constitui uma ferramenta potencial
para a descoberta de novos farmacos.

Os principios ativos sdo de inestimavel interesse econdmico e social e, ha muito tem-
po, ocuparam seu espaco no mercado mundial. Os produtos e servicos provenientes da
biodiversidade amazoénica estdo em continuo crescimento. O mercado dos produtos naturais
nao-madereiros, por exemplo, foi estimado em USS$ 60 bilhées anuais, o de extratos vegetais
medicinais em US$ 16,5 bilhées e as drogas fitoterapicas em US$ 30 milhdes (CAUPER, 2006).

Cerca de 80% da populacao mundial trata-se com remédios a base de plantas medici-
nais, que fazem parte da farmacopeia popular. O mercado mundial de medicamentos movi-
menta de USS$ 75 a USS 150 bilhées por ano e aproximadamente 25% dos remédios receitados
nos EUA contém extratos de plantas que contém atributos funcionais.

E importante a adocdo de um marco legal que atenda aos anseios da sociedade civil, da
comunidade cientifica e das empresas, com mecanismos eficientes de reparticdo de benefici-
os, revertendo os lucros para projetos que visem a conservacao e o uso sustentavel dos recursos
genéticos.

COLETA DE MATERIAL BIOLOGICO

No Brasil, o Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis —
IBAMA estabeleceu em 2007, por meio da Instrucao Normativa (IN) n° 154, a regulamentacao
da coleta e do transporte de material bioldgico, dentre outras atividades, para fins cientificos e
didaticos. A IN 154 faz parte do Sistema de Autorizacdo e Informacdo em Biodiversidade (SISBIO),



que é um sistema automatizado, interativo e simplificado de atendimento a distancia e de
informacao, que visa melhorar o atendimento e a prestacao de servicos junto aos pesquisado-
res.

A partir da implementacao do SISBIO, os pesquisadores solicitam ao ICMBIO autoriza-
¢oes e licencas para atividades com finalidade cientifica ou didatica que envolvam o uso de
recursos genéticos, por meio do preenchimento e envio de formuldrios eletronicos pela
Internet.

O SISBIO trouxe avancos em relacdo aos procedimentos anteriores a sua
implementacdo, conforme disponivel no site http://www4.icmbio.gov.br/sisbio: unifica-
¢do das normas que tratavam do uso de recursos naturais e do acesso a unidades de conser-
vacdo federal para fins cientificos e didaticos; uniformizacdo de procedimentos adminis-
trativos e otimizacdo de recursos humanos; celeridade e transparéncia do processo de
concessao de autorizacdes; regulamentacdo da licenca permanente para coleta de materi-
al zoolégico ou de recursos pesqueiros; implementacao do registro voluntario para coleta
de material botanico, fingico e microbiolégico; anotacdo da coleta imprevista de material
biolégico ou de substrato ndo contemplado na autorizacdo ou na licenca; recolhimento de
animais mortos para aproveitamento cientifico ou didatico; sistematizacdo de informa-
¢Oes sobre a diversidade bioldgica brasileira a partir dos registros de coleta e de pesquisas
executadas em unidades de conservacao; estabelecimento de parcerias entre o IBAMA e
os 6rgaos estaduais do meio ambiente.

A IN 154 dispde sobre a realizacdo de atividades, com finalidade cientifica ou didatica
no territdrio nacional, na plataforma continental, no mar territorial e na zona econémica exclu-
siva, tais como:

| - coleta de material biolégico;

Il - captura ou marcacdo de animais silvestres /in sity;

Il - manutencao temporaria de espécimes de fauna silvestre em cativeiro;

IV - transporte de material biolégico;

V - recebimento e envio de material bioldgico ao exterior;

VI - realizacdo de pesquisa em unidade de conservacao federal ou em cavidade natural
subterranea.

No caso da coleta e do transporte de material botanico, fingico e microbiolégico, exceto
quando se tratar de vegetais hidrébios ou espécies que constem nas listas oficiais de espécies
ameacadas de extincdo, o interessado poderd, voluntariamente, registrar-se junto ao SISBIO
para obtencao de comprovante para efeito de fiscalizacao.

O registro voluntario nao exime o pesquisador da necessidade de obtencao de autoriza-
¢Oes previstas em outros instrumentos legais, bem como do consentimento do responsavel
pela area, publica ou privada, onde serd executada a atividade, por exemplo, a obtencao de
Termo de Anuéncia Prévia (TAP) esta prevista na legislacdao de acesso ao patriménio genético,
dependendo da area onde o material sera obtido.

O conjunto de informacgdes disponiveis na base de dados do SISBIO sera util na
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implementacdo de politicas publicas voltadas a gestdao ambiental, ao fomento de pesquisas
em determinadas dareas de interesse estratégico para colocar o Brasil em posicao favoravel em
relacdo aos paises que sdao desprovidos da megabiodiversidade.

ANTECEDENTES INTERNACIONAIS DA LEGISLACAO DEACESSO AO
PATRIMONIO GENETICO

Até a Convencao sobre Diversidade Bioldgica (CDB) entrar em vigor, os recursos genéti-
cos foram considerados como patriménio da humanidade, tendo acesso livremente.

A CDB foi um dos principais resultados da Conferéncia das Nacdes Unidas para o Meio
Ambiente e o Desenvolvimento - CNUMAD (Rio 92), realizada no Rio de Janeiro, em junho de
1992.

Essa Convencao é o mais importante acordo internacional sobre diversidade biolégica
que tem, como objetivos, a conservacao da diversidade bioldgica, a utilizacdo sustentavel de
seus componentes e a reparticao justa e equitativa dos beneficios derivados do uso dos recur-
SOSs genéticos.

A inclusdo da reparticao de beneficios como objetivo estratégico desse tratado interna-
cional de direito ambiental pelos paises megabiodiversos representou um avanco na norma,
uma vez que ocorria livre acesso aos recursos genéticos dos paises ricos em biodiversidade,
sem retorno dos beneficios gerados a partir dos produtos desenvolvidos e apropriados por
meio de patentes por empresas estrangeiras e localizadas principalmente em paises desen-
volvidos.

E um dos mais importantes instrumentos internacionais relacionados ao meio ambien-
te e funciona como um guarda-chuva legal/politico para diversas convenc¢des e acordos
ambientais mais especificos. A CDB é o principal forum mundial na definicdo do marco legal e
politico para temas e questdes relacionados a biodiversidade (193 paises Parte da Convencao)
(http://www.cbd.int/convention/parties/list/, acesso em 7 de setembro de 2010).

O Brasil foi o primeiro pais a assinar a Convencdo sobre Diversidade Bioldgica, tendo
como ponto focal técnico a Secretaria de Biodiversidade e Florestas (SBF), por meio da Diretoria
de Conservacao da Biodiversidade (DCBio). Ao assinarem a CDB, o reconhecimento da sobera-
nia imp&s uma responsabilidade aos paises em desenvolvimento: a de regulamentar o acesso
a esses recursos. A CDB também obriga os paises membros a respeitar os direitos dos povos
indigenas e comunidades tradicionais quanto ao uso de seus conhecimentos tradicionais asso-
ciados.

O Brasil tem, portanto, uma responsabilidade especial em relacdo a Convencao, ja que
é portador da maior biodiversidade do mundo e experimenta diariamente o desafio da conser-
vacao e do uso sustentavel desse legado. Essa ndo é uma tarefa facil. Envolve grandes dificulda-
des em termos de desenvolvimento cientifico e tecnoldgico e recursos financeiros (http://
www.cdb.gov.br/impl CDB, acesso em 31 de agosto de 2010).

A CDB trata por meio dos artigos 8(j) e 15 da protecao dos conhecimentos tradicionais



associados e do acesso aos recursos genéticos e reparticdo dos beneficios.

O artigo 8(j) estabelece que cada parte contratante deve, na medida do possivel e em
conformidade com sua legislacao nacional, respeitar, preservar e manter o conhecimento, ino-
vagcoes e prdticas das comunidades locais e populacées indigenas com estilo de vida tradicio-
nais relevantes a conservagdo e a utilizacdo sustentavel da diversidade biologica e incentivar
sua mais ampla aplicacdo com a aprovacdo e a participacdo dos detentores desse conhecimen-
to, inovagoes e prdticas; e encorajar a reparticao equitativa dos beneficios oriundos da utiliza-
¢do desse conhecimento, inovacoes e prdticas.

Por meio do artigo 15 da CDB, “Em reconhecimento dos direitos soberanos dos Estados
sobre seus recursos naturais, a autoridade para determinar o acesso a recursos genéticos, per-
tence aos governos nacionals e esta sujeita a legislacéo nacional”. O artigo estabelece ainda que
0 acesso aos recursos genéticos deve estar sujeito ao consentimento prévio fundamentado da
parte contratante provedora desses recursos.

A CDB reconheceu a importancia dos conhecimentos tradicionais associados para a
conservacao da biodiversidade, estabelecendo a necessidade de consentimento dos detento-
res desses saberes, assim como a reparticdo dos beneficios advindos de seu uso.

ANTECEDENTES NACIONAIS DA LEGISLACAO DEACESSOAO
PATRIMONIO GENETICO

No Brasil, por meio do Decreto Legislativo n° 2, de 1994, aprovou-se o texto da Conven-
¢ao sobre Diversidade Bioldgica, assinada durante a Conferéncia das Nacdes Unidas sobre Meio
Ambiente e Desenvolvimento, realizada na cidade do Rio de Janeiro, no periodo de 5 a 14 de
junho de 1992.

Pais membro da CDB desde 1994, o Brasil teve a primeira proposta para regulamentar
0 acesso aos recursos genéticos em 1995, iniciativa que partiu da entdo senadora Marina Silva
por meio de um projeto de lei. Esse projeto foi debatido em varios foros e subsidiou a regula-
mentac¢ao da matéria, nacional e internacionalmente. Em 1998, o Projeto de Lei foi aprovado no
Senado, na forma do substitutivo do senador Osmar Dias.

Em 1998, dois outros Projetos de Lei foram apresentados: o projeto do entdo deputado
Jacques Wagner, do PT da Bahia, e outro de autoria do Executivo Federal, acompanhado por uma
Proposta de Emenda Constitucional (PEC) 618 - A/98, que inclui, no rol de bens da Uniao, o
Patrimonio Genético Brasileiro. Em decorréncia, a exploracao do patrimonio genético passou a
depender, como os recursos minerais, de concessao da Unido.

Com o processo legislativo em discussao, em maio de 2000, foi assinado um contrato
entre a multinacional Novartis, empresa de biotecnologia e a BioAmazénia, uma organizacao
social cujo contrato de gestao assinado com o Poder Publico previa a articulacao de oportuni-
dades e parcerias que viessem a proporcionar desenvolvimento do potencial bioindustrial do
Brasil (CUNHA, 2006).

Esse contrato, entretanto, foi, na época, alvo de grande polémica e critica por parte da
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comunidade académica, organizacdes ndao-governamentais, dentre outros representantes e
simpatizantes da causa ambiental.

“As clausulas e condi¢des impostas pela Novartis tornariam a BioAmazonia apenas uma
assistente de transferéncia fisica de material genético brasileiro para o aproveitamento co-
mercial exclusivo de seus parceiros, nao havendo transferéncia de tecnologia, nem investi-
mento de recursos suficientes para desenvolver no Brasil uma base laboratorial, como previsto
no Probem — Programa Brasileiro de Ecologia Molecular para o Uso Sustentavel da Biodiversidade
da Amazébnia. Ademais, a Novartis passaria a ser proprietaria de todas as invencdes que resul-
tassem de seu trabalho com as cepas escolhidas, inclusive os compostos diretos e derivados,
com direito exclusivo e perpétuo a requerer e manter protecao patentdria para fazer, produzir,
usar e vender compostos diretos e derivados perpetuamente.” (SANT'’ANA, 2004)

A auséncia de uma norma juridica que regulamentasse o assunto e as criticas por parte
da sociedade levaram o Governo a editar a Medida Proviséria — MP n° 2,052 em 29 de junho de
2000. Essa Medida Proviséria foi sendo reeditada e modificada até a Medida Proviséria n° 2.186-
16, de 23 de agosto de 2001, quando foi aprovada a Emenda Constitucional alterando o regime
das Medidas Provisorias.

A partir da ultima versdo da Medida Proviséria (n° 2.186-16 de 2001), regulamentada
pelo Decreto n° 3.945 de 2001, alterado pelos Decretos n° 4.946/03, 5.439/05 e 6.159/07, o
acesso e a remessa do patriménio genético, bem como o acesso ao conhecimento tradicional
associado existente no Pais para fins de pesquisa cientifica, bioprospeccdo e desenvolvimento
tecnoldgico, passaram a depender de autorizacao do Conselho de Gestao do Patriménio Gené-
tico - CGEN, ficando sujeito a reparticao de beneficios, nos termos e nas condi¢des legalmente
estabelecidos.

CONSELHO DE GESTAO DO PATRIMONIO GENETICO

A Medida Provisoria previu, como autoridade competente para autorizar as atividades
de acesso e remessa, o Conselho de Gestdo do Patrimonio Genético - CGEN, vinculado ao
Ministério do Meio Ambiente. As atividades de Secretaria Executiva do CGEN sdo exercidas
pelo Departamento do Patrimoénio Genético, integrante da estrutura do Ministério do Meio
Ambiente.

O CGEN, érgao de carater deliberativo e normativo criado pela Medida Proviséria no
ambito do Ministério do Meio Ambiente, é integrado por representantes de 19 6rgaos e enti-
dades da Administracao Publica Federal Ministério do Meio Ambiente - MMA; Ministério da
Ciéncia e Tecnologia - MCT; Ministério da Saude - MS; Ministério da Justica - MJ; Ministério da
Agricultura, Pecudria e Abastecimento - MAPA; Ministério da Defesa - MD; Ministério da Cultura
- MinGC; Ministério das Relagdes Exteriores - MRE; Ministério do Desenvolvimento, Industria e
Comércio Exterior - MDIG; Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais
Renovaveis - IBAMA; Instituto de Pesquisa Jardim Botanico do Rio de Janeiro - JBRJ; Conselho
Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico - CNPq; Instituto Nacional de Pesquisa
da Amazédnia - INPA; Museu Paraense Emilio Goeldi - MPEG; Empresa Brasileira de Pesquisa



Agropecuaria - Embrapa; Fundacao Oswaldo Cruz - Fiocruz; Fundacdo Nacional do indio - Funai;
Instituto Nacional de Propriedade Industrial - INPI; Fundacao Cultural Palmares - FCP com direi-
to a voto. Sao eles:

Por iniciativa da Gestao da ministra Marina Silva, instituiu-se a figura dos convidados
permanentes, que sao representantes da sociedade civil, com direito a voz. Atualmente, fazem
parte do CGEN como convidados permanentes: Sociedade Brasileira para o Progresso da Cién-
cia — SBPC, Associacao Brasileira das Empresas de Biotecnologia - ABRABI, Conselho Empresa-
rial Brasileiro para o Desenvolvimento Sustentdvel - CEBDS, Comissao Nacional de Articulacao
das Comunidades Negras Rurais e Quilombolas - CONAQ, Conselho Nacional de Seringueiros —
CNS, Coordenacao das Organiza¢des Indigenas da Amazénia — COIAB, Ministério Publico Fede-
ral, Federacao Brasileira da Industria Farmacéutica — FEBRAFARMA, Associacao Brasileira de
Entidades Estaduais de Meio Ambiente — ABEMA e Férum Brasileiro de Ongs e Movimentos
Sociais para o Meio Ambiente e Desenvolvimento Sustentavel - FBOMS.

O CGEN é presidido pelo Ministério do Meio Ambiente, atualmente representado pelo
secretario de Biodiversidade e Florestas, Dr. Braulio Dias, e redne-se, ordinariamente, uma vez
por més, preferencialmente em Brasilia, DF. O Departamento de Patriménio Genético — DPG,
da Secretaria de Biodiversidade e Florestas — SBF/MMA, exerce a fungao de Secretaria-Executiva
do CGEN.

O CGEN possui cinco camaras tematicas, de carater técnico, que subsidiam as discus-
soes do Conselho. Sao elas: Procedimentos Administrativos, Conhecimento Tradicional Associ-
ado, Reparticdo de Beneficios, Patrimonio Genético Mantido em Condi¢des ex situ e Acesso a
Tecnologia e Transferéncia de Tecnologia.

Em 2002, apés a entrada em funcionamento do CGEN, algumas solicitagdes de autoriza-
¢do de acesso ao patrimoénio genético e/ou aos conhecimentos tradicionais associados trami-
tavam na Secretaria Executiva do CGEN.

A primeira reunidao mensal do CGEN ocorreu em 25 de abril de 2002. O senhor ministro
de Estado do Meio Ambiente, José Carlos Carvalho, deu inicio a Primeira Reunido Ordinaria do
Conselho de Gestdo do Patrimonio Genético. Inicialmente deu posse aos senhores conselhei-
ros e em seguida proferiu discurso, passando a palavra e conducédo dos trabalhos ao senhor
Braulio Ferreira de Souza Dias, representante suplente do Ministério do Meio Ambiente, em
substituicdo ao Senhor Ministro de Estado do Meio Ambiente juntamente com o secretario -
executivo senhor Rinaldo César Mancin, na qualidade de secretario — executivo interino.

CGEN, IBAMA, CNPQ

Em 2003, o Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis -
IBAMA foi credenciado pelo CGEN, por meio da Deliberacao n° 40, para autorizar as atividades
de acesso ao patrimoénio genético com a finalidade de pesquisa cientifica. Dessa maneira, pre-
tendeu-se agilizar esse procedimento, buscando facilitar a realizacdo da pesquisa cientifica,
em virtude de se concentrar num Unico 6rgao as autorizacdes de acesso ao patrimonio genéti-
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co e de coleta de material biolégico.

Assim, uma pesquisa que envolve coleta e acesso recebe ao mesmo tempo, respecti-
vamente, a licenca e a autorizagdo do IBAMA. Nao sendo mais necessério submeter esse tipo de
solicitacdo a apreciacdo do CGEN, essa deve ser encaminhada diretamente ao IBAMA - sede.

Em 2009, o Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico - CNPq foi
credenciado pelo CGEN, a semelhanca do credenciamento do IBAMA, para autorizar acesso ao
patrimonio genético para fins de pesquisa cientifica.

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico - CNPq cabe auto-
rizar a participacao de instituicdo estrangeira em atividades de coleta e acesso ao patriménio
genético ou conhecimento tradicional associado para fins de pesquisa cientifica, realizada no
territdrio nacional, conforme disposto na Orientacdo Técnica n° 03/2003 do CGEN.

Ao CGEN cabe autorizar todas as atividades de acesso ao patriménio genético e/ou
conhecimento tradicional associado para fins de bioprospecc¢éo e desenvolvimento tecnolégico
e acesso ao conhecimento tradicional associado para a finalidade de pesquisa cientifica.

MEDIDA PROVISORIA N° 2.186-16/2001

A Medida Proviséria estabelece normas legais para regular o acesso ao patriménio ge-
nético e conhecimento tradicional associado no territério brasileiro.

A Medida Proviséria ndo adotou a terminologia utilizada pela Convencao sobre Diversi-
dade Bioldgica, qual seja, material genético ou recursos genéticos. A denominacdo adotada na
legislacao interna foi a mesma dada pela Constituicao Federal: patriménio genético.

O patrimonio genético é definido pela Medida Proviséria em seu artigo 7°, I-patriménio
genético como “informagdo de origem genética, contida em amostras do todo ou de parte de
espécime vegetal, fungico, microbiano ou animal, na forma de moléculas e substincias prove-
nientes do metabolismo destes seres vivos e de extratos obtidos destes organismos vivos ou
mortos, encontrados em condi¢coes in situ, inclusive domesticados, ou mantidos em colecées
ex situ, desde que coletados em condicoes in situ no territorio nacional, na plataforma conti-
nental ou na zona econémica exclusiva”

Inicialmente, o termo patriménio genético levou a um entendimento equivocado de
gue somente seria necessdria autorizacdo de acesso para os projetos de pesquisa que envolvi-
am DNA como objeto de estudo.

A Medida Proviséria define o conhecimento tradicional associado como a “nformacéo
ou prdatica indjvidual ou coletiva de comunidade indigena ou de comunidade local, com valor
real ou potencial, associada ao patrimonio genético”. A Medida Proviséria abrange todo conhe-
cimento tradicional, somente quando estiver associado ao patriménio genético, ou seja, o co-
nhecimento tradicional que facilita o acesso ao patriménio genético. Uma informacao obtida a
partir de conhecimento de povos indigenas e comunidades tradicionais podera reduzir o tem-
po da pesquisa, pois o pesquisador nao precisara escolher aleatoriamente a planta a ser
pesquisada.



O conhecimento tradicional associado pode ser acessado em diversos contextos, em
fontes primarias nas préprias comunidades, disponivel em publicacbes, bases de dados, feiras
tradicionais, dentre outros. O CGEN, por meio da Camara Tematica de Conhecimentos Tradicio-
nais Associados, tem discutido quando se d4 o acesso ao conhecimento tradicional associado a
partir de fontes secunddrias; como deve ser feita a reparticdo de beneficios quando nao for
possivel identificar o detentor do conhecimento tradicional ou quando esse conhecimento for
compartilhado por diversas comunidades, ou seja, for coletivo.

Trata-se de um tema complexo e entre as questdes mais frequentemente colocadas,
destacam-se: o que é comunidade local e como identificar o seu conhecimento tradicional?
Como identificar a legitimidade do representante de uma comunidade local ou povo indigena?
Como retribuir a uma ou varias comunidades o conhecimento partilhado por elas? Como evitar
que os efeitos negativos do sistema de propriedade intelectual que sao contrarios a protecao
da diversidade biolégica afetem a protecao dos recursos genéticos? (VARELLA, 2006)

A legislagao protege o conhecimento tradicional contra qualquer utilizagao ou explora-
cao ilicita, bem como contra qualquer acao lesiva ou nao autorizada pelo CGEN. Cabe aos
detentores os direitos de:

a) decidir sobre o uso de seus conhecimentos, podendo impedir terceiros de utilizar,
realizar pesquisas ou exploracdo relacionadas ao conhecimento tradicional, ou de divulgar,
transmitir ou retransmitir informacdes que integram ou constituem conhecimento tradicional;

b) ter indicada a origem do acesso em todas as publica¢des, divulgacoes, utilizagdes,
dentre outras;

¢) receber beneficios pela exploracdo econémica feita por terceiros, quando envolver
conhecimento tradicional associado.

Preservou-se o intercambio e a difusdo de componente do patrimoénio genético e do
conhecimento tradicional associado praticado entre as comunidades indigenas e entre as co-
munidades locais, desde que em seu préprio beneficio e baseados na pratica costumeira. Essa
legislacdo ndo se aplica ao patriménio genético humano.

A Medida Proviséria define acesso ao patriménio genético como obtencdao de amostra
de componente do patrimbénio genético para fins de pesquisa cientifica, desenvolvimento
tecnoldgico ou bioprospeccao, visando a sua aplicacdo industrial ou de outra natureza.

Em 24 de setembro de 2003, o CGEN aprovou a Orientacdo Técnica (OT) n° 1, esclarecen-
do os conceitos de acesso e de remessa de amostras de componentes do patrimoénio genético.
Dessa forma, acesso se caracteriza pela atividade realizada sobre o patriménio genético, poste-
rior a coleta, com o objetivo de isolar, identificar ou utilizar informacdo de origem genética ou
moléculas e substancias provenientes do metabolismo dos seres vivos e de extratos obtidos
destes organismos. A intencao do CGEN foi esclarecer a diferenca entre coleta de material
bioldgico e acesso ao patrimdnio genético, facilitando, assim, a aplicacdo da Medida Proviséria.

O acesso se da a partir de material bioldgico coletado em condic¢des /n situ ou mantido
em colecdes ex situ, desde que coletado em condicao /n situ no territdrio nacional, na platafor-
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ma continental ou na zona econdmica exclusiva. Assim, acessar patrimoénio genético represen-
ta uma atividade posterior a coleta do material.

A OT n° 1 também estabeleceu a diferenca entre “remessa” (quando a responsabilidade
sobre a amostra é transferida para a instituicdo destinatdria) e “transporte” (quando ha envio de
amostra sem transferéncia de responsabilidade para a instituicao destinataria).

Em 24 de setembro de 2003, por meio da Deliberacao n° 40, o CGEN credenciou o
IBAMA, conforme estabelece a Medida Proviséria, em seu artigo 11, inciso IV, alinea “e”,
credenciamento de instituicdo publica nacional de pesquisa e desenvolvimento ou de institui-
¢do publica federal de gestdo para autorizar outra instituicdo nacional, publica ou privada, que

exer¢a atividade de pesquisa e desenvolvimento nas dreas bioldogicas e afins.

Em 31 de agosto de 2006, apds apresentacao pelo IBAMA do levantamento de todos os
projetos de pesquisa autorizados por aquele 6rgao, o CGEN aprovou a Resolucdo n° 21, que
retirou do escopo da Medida Provisoria determinados tipos de pesquisas e atividades cientifi-
cas que se enquadravam sob o conceito de acesso ao patrimonio genético para fins de pesquisa
cientifica, pelo fato de utilizarem ferramentas metodolégicas moleculares para a execucao do
projeto de modo circunstancial e ndo por ter objetivo relacionado ao acesso ao patrimonio
genético.

O efeito pratico disso é que essas atividades ndo dependem mais de autorizacao de
acesso ao patriménio genético. A exclusdao dessas linhas de pesquisa cientifica do escopo da
legislacdo de acesso deve-se ao fato de que o isolamento, identificacdo ou uso de genes,
biomoléculas ou extratos (acdo que caracteriza o acesso ao patriménio genético) nessas ativi-
dades é realizada de modo circunstancial, como ferramenta metodolégica, e ndo por que seus
objetivos estejam diretamente relacionados ao acesso ao patriménio genético.

Ap6s minimizado o impacto da legislacao de acesso pela aplicacao da Resolucao 21, o
CGEN se deparou com uma demanda da sociedade civil, principalmente da comunidade cien-
tifica, do impacto da legislacdo sobre os projetos que envolvem bioprospeccao. A Medida
Proviséria define bioprospeccdao em seu artigo 7°, Vll-atividade exploratoria que visa identificar
componente do patrimdénio genético e informagdo sobre conhecimento tradicional associado,
com potencial de uso comercial.

O CGEN, em sua 612 Reuniao Ordindria, realizada em 28/08/2008, aprovou a Orientacao
Técnica - OT n° 06, publicada no Diario Oficial da Unido, em 29 de setembro de 2008. A OT n° 6
foi construida em uma Camara Tematica do CGEN, da qual participaram representantes de
diversos setores do governo e da sociedade civil, inclusive do setor empresarial e de ONGs.

Para fins de aplicacdo do disposto no artigo 79, inciso VIl da Medida Proviséria, conside-
ra-se identificado o “potencial de uso comercial” de determinado componente do patriménio
genético no momento em que a atividade exploratéria confirme a viabilidade de producao
industrial ou comercial de um produto ou processo a partir de um atributo funcional desse
componente.

Com a edicao da OT n° 06, os projetos que envolvam acesso ao patrimonio genético s6



serdo enquadrados como bioprospeccdo a partir do momento em que as atividades que visam
avaliar a viabilidade de producao industrial ou comercial de um produto ou processo a partir de
um atributo funcional desse componente se iniciem, por exemplo, 0s casos em que testes que
até entdo realizados em escala de bancada passam a ser realizados em escala industrial. Nessa
etapa de avaliacdo da producdo em escala industrial, é bem possivel que se chegue a algum
produto ou processo passivel de exploracao comercial, ou seja, é bem possivel que se chegue
ao desenvolvimento tecnolégico (www.mma.gov.br/cgen, acesso disponivel em 03 de outu-
bro de 2010).

Dessa forma, a etapa de desenvolvimento tecnolégico em sequéncia a bioprospeccao
se inicia apds a confirmacao de viabilidade de producao industrial ou comercial de um produto
ou processo a partir de um atributo funcional desse componente. Nesse caso, ocorre o desen-
volvimento do produto.

CONTRATO DE UTILIZAGAO DO PATRIMONIO GENETICO E REPARTICAO
DE BENEFICIOS

Um dos requisitos para obtencdo da autorizacdo de acesso para fins de bioprospeccédo
€ a assinatura prévia de Contrato de Utilizacdo do Patrimonio Genético e Reparticdo de Benefi-
cios, entre as partes envolvidas. Por um lado, a instituicdo nacional publica ou privada esta
autorizada a efetuar o acesso ao patriménio genético e/ou conhecimento tradicional associado
e, por outro, esta o proprietario da area publica ou privada, ou o representante da comunidade
indigena e do 6rgao indigenista oficial, ou o representante da comunidade local. O contrato
representa um dos requisitos para o qual as instituicdes de pesquisa encontravam dificuldades
em cumprir. Como firmar um contrato quando nao se sabe ao certo se os resultados da pesquisa
serdo satisfatorios, e mesmo que sejam, muitas vezes as instituicbes de pesquisa ndo conse-
guem fomento ou ndo conseguem estabelecer parcerias para dar prosseguimento na pesqui-
sa.

Os Contratos de Utilizacao do Patriménio Genético e de Reparticdo de Beneficios sé
terao eficacia apds sua anuéncia pelo CGEN. Os contratos firmados em desacordo com os dis-
positivos dessa Medida Provisdria e de seu regulamento serdo nulos, ndo gerando qualquer
efeito juridico. Quando o patriménio genético objeto do acesso autorizado nao for obtido a
partir de 4reas da Unido, o CGEN nao entra no mérito da reparticao de beneficios, apenas avalia
o cumprimento dos requisitos formais. Assim, a reparticdo de beneficios devera sempre se
reverter para a conservacao e uso sustentavel da biodiversidade, conforme preconiza a CDB e,
a partir da qual, se fundamenta a legislacao nacional.

Por meio da Resolugdo n° 7 do CGEN, de 2003, estabeleceram-se as diretrizes para a
elaboracao e andlise dos Contratos de Utilizacdo do Patrimonio Genético e Reparticdo de Bene-
ficios firmados entre particulares e que ndo envolvam conhecimento tradicional associado ou
componente da fauna silvestre. Ao deferir os pedidos de anuéncia que lhe forem submetidos,
o CGEN advertira ao titular da drea onde se encontra o componente do patriménio genético
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que, ao ter ciéncia da exploracdo indevida do patriménio genético, deverd comunicar imedia-
tamente os 6rgaos competentes para que sejam adotadas as medidas cabiveis.

Ja a Resolucdo n° 11 do CGEN, de 2004, discorre sobre as diretrizes a serem observadas
para a elaboracao e andlise dos Contratos de Utilizacao do Patrimoénio Genético e de Reparticao
de Beneficios que envolvam acesso a componente do patriménio genético ou a conhecimento
tradicional associado providos por comunidades indigenas ou locais.

Qualquer alteracao relativa ao uso de componente do patrimoénio genético ou de co-
nhecimento tradicional associado acessado deverd ser objeto de nova anuéncia prévia entre as
partes, as quais deverao estabelecer termo aditivo ao contrato original ou celebrar novo Con-
trato de Utilizacdo do Patrimdnio Genético e Reparticdo de Beneficios, devendo eles, em qual-
quer hipotese, serem apresentados ao Conselho de Gestdo do Patrimoénio Genético, observado
o disposto no artigo 29 da Medida Provisdria n° 2.186-16, de 2001.

Nos casos em que o patrimonio genético acessado apresenta a Unido como provedora,
segue-se o disposto na Resolucdo n° 27 do CGEN, de 2007. Se houver solicitacdo de direitos
patentdrios no exterior que tenham por objeto quaisquer produtos ou processos desenvolvi-
dos por forca do projeto para o qual foi concedida a autorizacdo, é necessario informar ao érgao
de concessdo dos referidos direitos, no relatério descritivo do pedido, que cumpriu com as
regras constantes da legislacao brasileira, apresentando o nimero e a data da autorizacao de
acesso correspondente no Brasil ou o nimero do protocolo da solicitacao de autorizacdo junto
ao CGEN.

Uma situacao que causa desconforto por parte das instituicdes de pesquisa trata-se dos
casos de reparticao de beneficios a partir do acesso ao conhecimento tradicional associado de
natureza coletiva. Tal situacdo cria uma incerteza juridica por parte das instituicdes, que pode-
rao ser questionadas por representantes de povos indigenas ou comunidades locais que detém
0 mesmo conhecimento. Esse assunto foi tratado na Camara Tematica de Conhecimentos Tradi-
cionais, o que gerou a Consulta Publica n° 2, de 2008.

O objetivo central dessa consulta publica foi reunir opinides e sugestdes dos varios
setores envolvidos na questdo, para auxiliar no estabelecimento de regras gerais de acesso e
uso dos conhecimentos tradicionais associados e de reparticdo de beneficios com as comuni-
dades tradicionais detentoras desses conhecimentos.

Os beneficios gerados pela exploracdo econémica dos conhecimentos tradicionais de-
vem ser repartidos com a(s) comunidade(s) indigena(s) ou local(is) detentoras de tal conheci-
mento. As bases da reparticdo devem ser regradas por meio de um Contrato de Reparticdo de
Beneficios. Ocorre que diversas comunidades indigenas e locais podem compartilhar conheci-
mentos tradicionais e tal fato suscita a questao sobre como deve ocorrer a reparticao de bene-
ficios nessas situacoes.

Como nao ha uma regra definida da MP n° 2.186-16/2001 para tais casos, os membros
do Conselho de Gestao do Patrimoénio Genético (CGEN) aprovaram, na sua 462 Reunido ordina-
ria, ocorrida em 14 de dezembro de 2006, a implementacao da Consulta Puablica n° 02 (CP ne



02), com prazo inicial de vigéncia de trés meses, prorrogado em duas ocasides, a pedido de
representantes de comunidades tradicionais, quilombolas e indigenas, totalizando um ano de
vigéncia.

Como consideragdes finais sobre a Consulta Publica destacam-se: necessidade de con-
sulta e obtencao de anuéncias prévias de todas as comunidades que possuem o mesmo conhe-
cimento tradicional associado antes de realizar o acesso, ou, pelo menos, aquelas que produ-
zem e/ou cultivam os recursos genéticos relacionados ao conhecimento tradicional associado
utilizado; todas as comunidades devem receber os beneficios gerados; a divisdo dos beneficios,
para a maioria, deve ser equanime; quanto a identificacdo das comunidades que detém o co-
nhecimento existe convergéncia de propostas visando a criacdo de cadastro voluntario e/ou
banco de dados, sob a responsabilidade da Uniao, Associacdes e Cooperativas ligadas as comu-
nidades, ONGs ou das préprias instituicdes que realizam o acesso; deve haver laudo antropolé-
gico que confirme que a comunidade detém o conhecimento; os contratos de reparticao de
beneficios devem ser assinados com todas as comunidades detentoras ou, pelo menos, com
aquelas que compartilham a mesma area geografica.

TERMO DE ANUENCIA PREVIA

O Termo de Anuéncia Prévia — TAP representa outro requisito da norma a ser cumprido
para que ainstituicdo de pesquisa ou empresa obtenha a autorizagdo de acesso seja ao patriménio
genético, seja ao conhecimento tradicional associado. A Medida Proviséria estabeleceu que a
Autorizacdo de Acesso e de Remessa dar-se-a apos a anuéncia prévia:

| - da comunidade indigena envolvida, ouvido o érgao indigenista oficial, quando o aces-
so ocorrer em terra indigena;

Il - do érgdao competente, quando o acesso ocorrer em area protegida;
Il - do titular de area privada, quando o acesso nela ocorrer;

IV - do Conselho de Defesa Nacional, quando o acesso se der em area indispensavel a
seguranca nacional;

V - da autoridade maritima, quando o acesso se der em aguas jurisdicionais brasileiras,
na plataforma continental e na zona econdémica exclusiva.

Uma dificuldade de se estabelecer claramente qual é o provedor do recurso genético
leva a uma incerteza das instituicdes em realizar a pesquisa, tendo em vista a necessidade de
apresentar a anuéncia prévia do titular da area e de indicar antecipadamente os locais de coleta
como requisitos a obtencao de autorizacdo de acesso. Assim, a Medida Provisdria, ao nao deta-
Ihar um mecanismo especifico para tratar casos como estes, também ndo assinalou que tais
situacdes estariam excetuadas da aplicacdo da norma. Nao deixou claro, por exemplo, quando
nao se identifica o provedor da amostra obtida no comércio e material acessado a partir de
colecbes ex situ.

O patrimonio genético objeto do acesso pode estar disponivel em condicdes ex sity,
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tais como colecdes bioldgicas e bancos de germoplasma. A Resolucdo n° 32 do CGEN, de 2008,
dispde sobre o acesso a amostras de componentes do patriménio genético coletado em con-
dicdo /n situ e mantido em colecbes ex situ e resolveu 0s casos em que nao seja possivel
identificar ou localizar o provedor da amostra a ser utilizada na pesquisa. A anuéncia prévia e a
reparticao de beneficios referentes a atividade de acesso ao patrimoénio genético realizada em
data posterior a entrada em vigor da primeira edicdo da Medida Proviséria n° 2.186-16, de 2001,
a partir de amostra coletada em data anterior a esta, e mantida em colecdo ex situ, deverdo ser
realizadas junto a instituicdo que mantém a colecdo em que a amostra foi obtida. Porém, nao se
aplica as amostras coletadas em Unidades de Conservacdo, terras indigenas, mar territorial,
zona econdmica exclusiva ou plataforma continental, hipdteses em que o Conselho de Gestao
do Patriménio Genético avaliara caso a caso a necessidade de anuéncia prévia e o destino dos
beneficios a serem repartidos.

Para os demais casos, a anuéncia prévia e a reparticdo de beneficios referentes a ativi-
dade de acesso, realizada apos a primeira edicdo da Medida Proviséria n° 2.186-16, de 23 de
agosto de 2001, a partir de amostra coletada em data posterior a esta, e mantida em colecédo ex
situ, deverdo ser realizadas junto ao provedor identificado pela colecao.

O uso de amostras provenientes de areas privadas que, por ocasido da coleta, nao te-
nham sido consideradas como ocupadas por comunidades locais e, no decorrer das atividades,
sejam identificadas como tais, fica condicionado a adequacao dos procedimentos de acordo
com as definicdes dessa Orientacdo Técnica.

Um avanco na aplicacdo da legislacao foi a publicacdo da Resolucdo aprovada pelo
CGEN, a de n° 8, de 2003. O CGEN, considerando que o avanco do conhecimento e o desenvol-
vimento da pesquisa cientifica que contribua para a conservacao e a utilizacao sustentavel da
biodiversidade nacional sao atividades de interesse estratégico para o Pais; e considerando a
necessidade de proteger a integridade e a diversidade do patriménio genético do Pais, bem
como os direitos a ele inerentes, sem obstar o avanco do conhecimento e o desenvolvimento
da pesquisa cientifica, caracterizou como caso de relevante interesse publico o acesso a com-
ponente do patrimdnio genético existente em drea privada para pesquisa cientifica que con-
tribua para o avanco do conhecimento e ndo apresente potencial de uso econémico previa-
mente identificado.

O disposto nessa Resolucdo nao exime o pesquisador de obter, junto ao titular da area
privada, onde sera realizada a coleta ou, ao seu representante, o consentimento para ingresso
e coleta na respectiva area, sujeitando-se as penalidades previstas na legislacdo vigente e a
reparacdo de eventuais danos causados a propriedade alheia.

A apresentacao da anuéncia prévia do proprietdrio privado continua como pré-requisi-
to para a obtencdo de autorizacdo de acesso a patrimoénio genético para fins de bioprospeccédo
e desenvolvimento tecnolégico. Para os casos de autorizacao de acesso a patriménio genético
e/ou a conhecimento tradicional, quando os provedores forem povos indigenas ou comunida-
des locais, para pesquisa cientifica, bioprospeccao e desenvolvimento tecnolégico, também é
mantida a obrigatoriedade.

As resolugdes aprovadas pelo CGEN de n° 005/2003, 006/2003, 009/2003 e 12/2004



tratam do estabelecimento de diretrizes para obtencao de anuéncia prévia para os seguintes
casos, respectivamente: anuéncia prévia para o acesso a conhecimento tradicional associado
ao patriménio genético, para fins de pesquisa cientifica sem potencial ou perspectiva de uso
comercial; anuéncia prévia para o acesso ao conhecimento tradicional associado ao patriménio
genético, com potencial ou perspectiva de uso comercial; anuéncia prévia junto a comunida-
des indigenas e locais, a fim de acessar componente do patriménio genético para fins de pes-
quisa cientifica, sem potencial ou perspectiva de uso comercial; anuéncia prévia para acesso a
componente do patrimoénio genético com finalidade de bioprospeccdo ou desenvolvimento
tecnoldégico. De posse das diretrizes, a instituicdo que solicita a autorizagdo tem mais seguran-
¢a na formulacdo dos termos de anuéncia prévia a serem apresentados ao CGEN ou instituicao
credenciada para obtencdo de autorizacao de acesso.

REMESSA DE PATRIMONIO GENETICO

Por meio da Orientacdo Técnica n° 1 do CGEN, de 2003, para fins de aplicacdo do dispos-
to na Medida Provisoria n° 2.186-16, e demais atos normativos dela decorrentes, entende-se
por “remessa”:

I- a remessa propriamente dita: envio, permanente ou temporario, de amostra de
componente do patrimoénio genético, com a finalidade de acesso para pesquisa cientifica,
bioprospeccao ou desenvolvimento tecnoldgico, no qual a responsabilidade pela amostra trans-
fira-se da instituicdo remetente para a instituicdo destinataria;

Il - o transporte: envio de amostra de componente do patrimonio genético com a fina-
lidade de acesso para pesquisa cientifica, bioprospeccao ou desenvolvimento tecnolégico, no
qual a responsabilidade pela amostra nao se transfira da instituicao remetente para a institui-
¢do destinataria.

Quando se tratar de remessa de patrimbnio genético, a regulamentacao dada pela MP é
apenas o envio, permanente ou temporario, de amostra de componente do patrimonio gené-
tico com a finalidade de acesso para pesquisa cientifica, bioprospeccdo ou desenvolvimento
tecnoldgico. Assim, por exemplo, o envio de exsicatas para analises morfolégicas nao necessi-
ta sequir os regramentos estabelecidos pela MP.

Nos casos de envio de material para ser submetido a atividades de acesso ao patriménio
genético, o CGEN vem estabelecendo Resolucdes que instituem modelos de “Termos de Trans-
feréncia de Material”. A assinatura desses Termos pelas instituicoes destinatdrias visa dar segu-
ranca ndo s6 ao Estado, mas as instituicdes remetentes. Esse requisito ainda gera reclamacgdes
por partes das instituicoes de pesquisa que tradicionalmente utilizavam apenas guias de re-
messa para gerenciar o intercambio de material bioldgico. Algumas criticas recebidas tém
propiciado modificagdes que ja foram incorporadas pelo CGEN na revisao dessas Resolucdes
(AZEVEDO, 2005).

A Resolucdo n° 15 do CGEN, de 2004, estabeleceu procedimentos para o transporte de
amostra de componente do patrimonio genético existente em condicdo /n situ, no territério
nacional, plataforma continental e zona econémica exclusiva, mantida em condicao ex situy,
exclusivamente para desenvolvimento de pesquisa cientifica sem potencial de uso econémi-
€O, que nado requeira depdsito definitivo na instituicdo onde sera realizada a pesquisa. O instru-
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mento a ser firmado para fins de transporte do material de uma instituicdo a outra é o Termo de
Responsabilidade para Transporte de Material - TRTM.

O transporte de amostra de componente do patrimoénio genético classificada como
material de risco biolégico obedecera a legislacdao especifica vigente. O transporte de amostra
do patrimonio genético de espécies ameacadas que constem das listas oficiais e dos Anexos |,
Il e lll da Convencao sobre o Comércio Internacional das Espécies da Flora e Fauna Selvagens
em Perigo de Extincao — CITES, promulgada pelo Decreto n° 76.623, de 17 de novembro de
1975, devera ter autorizacao prévia e especifica do 6rgao ambiental competente.

Os procedimentos referentes a remessa de amostra de componente do patriménio
genético coletada em condicdes /in situ no territdrio nacional, na plataforma continental ou na
zona econdmica exclusiva, e mantida em condi¢des ex sity, para o desenvolvimento de pesqui-
sa cientifica sem potencial de uso econémico foram estabelecidos por meio da Resolucao n°
20 do CGEN, de 2006.

A Resolucdo ne 20 trouxe também a definicdo de microrganismo no escopo da norma:

I- os microrganismos ou material de origem microbiana (inclusive virus e material ge-
nético replicavel, como, por exemplo, plasmideos, profagos, transposons, e outros), contendo
unidades funcionais de hereditariedade, que apresentem capacidade de multiplicacao, rege-
neracao ou reproducao natural;

Il - amostras de substrato contendo microrganismos vidveis, porém nao isolados em
cultivo /n vitro ou ex situ, destinadas a estudos que visem ao acesso a componentes de origem
microbiana;

Il - material genético isolado de microrganismos previamente associados a um substrato
ou a outros organismos (metagenoma), clonados em vetores que permitam sua manutencao
ou replicacdo em uma célula hospedeira, seja na forma de material genético isolado (por exem-
plo, em plasmideos purificados), seja constituindo bibliotecas de fragmentos clonados em
células hospedeiras;

IV - culturas de células de animais e de plantas;
V - algas e fungos microscépicos.

Apesar de definir o conceito de microrganismos, o CGEN vem deliberando caso a caso o
enquadramento de microrganismos na legislacdao de acesso. O CGEN tem recebido algumas
consultas sobre a aplicacdo da Medida Proviséria a atividades que envolvem o uso de material
genético de microrganismos. A questao comum em todas as consultas é o enquadramento de
determinadas espécies no conceito de patrimonio genético nacional. Vérias sao as situacoes
envolvidas: microrganismos encontrados em animais domésticos (que nao sao considerados
patriménio genético nacional); linhagens comerciais obtidas do exterior; microrganismos
coletados no organismo humano (lembrando que a legislacdo de acesso nao se aplica ao
patriménio genético humano); microrganismo enddégeno em espécie vegetal exdtica. Para os
especialistas ouvidos pelo CGEN, os microrganismos sdao cosmopolitas, sendo quase impossi-
vel ter a sua origem determinada e, assim, muito mais légico, seria considera-los, como regra
geral, patriménio genético nacional, listando-se as excecdes.

Foram estabelecidos os procedimentos para a remessa de amostra de componente do



patrimonio genético existente em condicdo /n situ, no territério nacional, plataforma conti-
nental e zona econémica exclusiva, mantida em condicado ex situ, para fins de bioprospeccao
pela Resolucdo ne 25 do CGEN, de 2005.

Caso haja interesse em iniciar uma atividade de desenvolvimento tecnolégico, ou soli-
citar patente, a partir de amostra de componente do patriménio genético anteriormente re-
metida para a finalidade de bioprospeccao, a instituicao destinataria obriga-se a comunicar o
fato a instituicao remetente e esta ao Conselho de Gestao ou a instituicao por este credenciada
nos termos do artigo 11, inciso IV, alinea “e” da Medida Proviséria n° 2.186-16, de 2001. O Termo
de Transferéncia de Material - TTM é o instrumento a ser firmado entre as instituicdes remeten-
te e destinataria, previamente a remessa do material.

EXTRATOS E MELHORAMENTO GENETICO VEGETAL

Quando se tratar da elaboracao de 6leos fixos, de éleos essenciais ou de extratos quando
esses resultarem de isolamento, extracdo ou purificacao, nos quais as caracteristicas do produ-
to final sejam substancialmente equivalentes a matéria-prima original, o CGEN entendeu que
nao se enquadra no conceito de acesso ao patrimonio genético, embora envolva atividades de
isolamento de componentes do patrimonio genético. Tal entendimento esta estabelecido na
Resolucdo n° 29 do CGEN, de 2007.

Para os casos de atividades de melhoramento genético vegetal, cujos projetos apresen-
tam naturezas, objetivos e metodologias distintas e que os projetos que envolvam perspecti-
vas de melhoramento genético vegetal ndo necessariamente equivalem a projetos de desen-
volvimento tecnoldgico de novos cultivares, o CGEN editou o entendimento por meio da Ori-
entacao Técnica n° 7, de 2009, que estabeleceu:

| - Pesquisa cientifica: conjunto de atividades visando a selecao de genétipos promisso-
res para inicio das atividades de bioprospeccéo;

Il - Bioprospeccdo: etapa na qual os gendtipos promissores, selecionados na fase da
pesquisa cientifica, sdo submetidos a testes de Distinguibilidade, Homogeneidade e Estabili-
dade-DHE e de Valor de Cultivo e Uso-VCU, ou ensaios equivalentes;

Il - Desenvolvimento tecnolégico: etapa final do programa de melhoramento envol-
vendo a obtencdo de sementes genéticas ou plantas basicas, no caso de espécies de propaga-
cao vegetativa.

AUTORIZACOES CONCEDIDAS PELO CGEN

Conforme Boletim apresentado na 742 Reuniao Ordindria do CGEN, realizada no dia 08
de marco de 2010, de 2002 até mar¢o de 2010 foram protocoladas 458 solicitacdes junto a
Secretaria Executiva do CGEN, entre solicitagdes de autorizacdo de acesso ao patrimonio gené-
tico e/ou conhecimentos tradicionais associados, inclusao de projetos em portfélio de autori-
zacdo especial de acesso para fins de bioprospeccédo e solicitagcdes de credenciamento de
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instituicao fiel depositaria.
Entre 2002-2009, foi autorizado um total de 79 solicitacdes, dentre as quais destacam-

se 37 autorizacdes para acesso ao conhecimento tradicional associado para fins de pesquisa
cientifica.

Até o presente somente foram autorizadas duas solicitacdes de autorizacao de acesso
ao patrimoénio genético e ao conhecimento tradicional associado.

De 2002 a 2010, foram credenciadas 120 colecdes bioldgicas como fiéis depositarias de
amostras de componentes do patriménio genético. A legislacao prevé que a instituicao que
solicita autorizacao de acesso ao patrimonio genético devera indicar qual a colecao credenciada
pelo CGEN que recebera a subamostra a ser acessada. Apds autorizado o acesso, a autorizada
devera confirmar o depésito. A partir do final de 2003, as autorizagdes de acesso ao patriménio
genético para fins de pesquisa cientifica passaram a competéncia do lbama.

DIREITOS DE PROPRIEDADE INDUSTRIAL

A Medida Provisoéria dispde em seu artigo 31 que “a concesséo de propriedade industrial
pelos drgdos competentes, sobre processo ou produto obtido a partir de amostra de compo-
nente do patriménio genético, fica condicionada a observdncia desta Medida Provisoria, de-
vendo o requerente informar a origem do material genético e do conhecimento tradicional
associado, quando for o caso”

O objetivo desse dispositivo é condicionar a concessao dos direitos de propriedade
industrial a observancia da Medida Provisoéria, ou seja, ao cumprimento dos requisitos da legis-
lacao de acesso. Assim, trouxe a dificuldade no fato de que a exigéncia de qualquer novo requi-
sito a concessao de patentes (no caso, a comprovacdo de observancia a Medida Proviséria)
resultaria no descumprimento, por parte do Brasil, do Acordo TRIPs.

O INPI alterou as regras para facilitar pedidos de patentes ligados a biodiversidade. Em
30 de abril de 2009, foram publicadas, no Diario Oficial da Unido, as novas resolucdes do INPI
sobre pedidos de patentes derivados da biodiversidade brasileira. A principal novidade é que
os solicitantes nao precisam mais informar, no ato do depésito, a data e o nimero da autoriza-
¢ao de acesso a componente do patrimonio genético nacional, concedida pelo CGEN. A infor-
macao poderd ser enviada ao INPI até o exame da patente, quando podera ocorrer uma exigén-
Cia para regularizar a situacdo (www.inpi.gov.br, acesso disponivel em 31 de agosto de 2010).

A mudanca mantém a seguranca nos processos envolvendo a biodiversidade, mas pro-
cura resolver um problema que estava atrasando e dificultando alguns pedidos de patentes: a
exigéncia de numero e data do acesso no ato do pedido. Muitos interessados estavam com
solicitacbes pendentes no CGEN e entraram com pedido de patente no INPI, mesmo sem o
numero, por medo de perderem a prioridade sobre a invencao. Em outros casos, a falta desse
numero adiava o pedido ao Instituto.

Além disso, as novas instru¢des também resolvem a situacdo dos pedidos que haviam
sido depositados entre 2000 (quando entrou em vigor a Medida Proviséria 2.186, que obriga o



depositante a informar o nimero de autorizacdo de acesso) e 2006, quando o INPI e o CGEN
editaram as normas que regulamentavam até agora essa exigéncia e criavam os formuldrios
especificos. Muitas dessas solicitacdes estdo no INPI sem o respectivo nimero de acesso.

As normas de propriedade intelectual em vigor no direito nacional e internacional nao
sdo apropriadas para a implementacao dos principios da Convencao da Diversidade Bioldgica,
sobretudo no tocante a protecdo do conhecimento tradicional associado.

Anteprojetos de Lei de Acesso para substituicao da Medida Provisdria n° 2.186-
16/2001

Dois Anteprojetos de Lei - APLs foram encaminhados a Casa Civil da Presidéncia da
Republica, por meio do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento — MAPA, pelo
Ministério do Meio Ambiente — MMA e Ministério da Ciéncia e Tecnologia - MCT.

O APL/MAPA regula direitos e obrigagdes sobre:

| - Acesso a amostra de recursos genéticos ou de seus derivados ou ao conhecimento
tradicional associado, para alimentacao e agricultura;

Il - Recursos genéticos ou derivados existentes no Territério Nacional, Plataforma Conti-
nental e Zona Econémica Exclusiva, em condicdo /n sitv ou mantidos em colecdes;

Il - Finalidade de pesquisa para o desenvolvimento de processo ou produto;

IV- Remessa de amostra de recursos genéticos ou derivados e de conhecimentos tradi-
cionais associados a esses recursos genéticos;

V- Reparticao de Beneficios advindos da exploracdo econémica de produto ou processo
obtido de pesquisa e desenvolvimento envolvendo acesso a amostra de recursos genéticos ou
seus derivados ou conhecimentos tradicionais associados;

VI - Implementacdo do Tratado Internacional sobre Recursos Fitogenéticos para Ali-
mentagao e Agricultura — TIRFAA.

O APL MMA/MCT trata de:

| - Coleta, transporte e remessa de material biolégico para fins de pesquisa cientifica e
tecnoldgica ou desenvolvimento de produtos ou processos para fins comerciais ou industriais;

Il - Acesso aos recursos genéticos e seus derivados para pesquisa cientifica e tecnolégica
ou desenvolvimento de produtos ou processos para fins comerciais ou industriais;

lll - Acesso e a protecao aos conhecimentos tradicionais associados aos recursos gené-
ticos e seus derivados, conforme as finalidades estabelecidas nesta lei;

IV - Reparticao justa e equitativa dos beneficios derivados do acesso aos recursos gené-
ticos, seus derivados e aos conhecimentos tradicionais associados, de acordo com as finalida-
des estabelecidas nesta lei;

V - Incentivo e a promocdo da pesquisa cientifica e tecnolégica no Pais com recursos
genéticos, seus derivados e com conhecimentos tradicionais associados.
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Regime Internacional de Acesso e Reparticao de Beneficios ( Access and Benefit
Sharing)

O estabelecimento de regras internacionais para disciplinar o acesso e reparticao de
beneficios é de vital importancia para um pais megadiverso como o Brasil, detentor de cerca
de 15% a 20% de todas as espécies existentes no planeta.

Das 150 drogas mais indicadas nos Estados Unidos, 57% contém ao menos um compo-
nente derivado de recursos genéticos, sem que nenhum retorno significativo tenha sido obser-
vado aos paises provedores.

A Conferéncia das Partes (COP, da sigla em inglés Conference of the Parties) é o érgao
gestor da Convencao sobre Diversidade Bioldgica. Os avan¢os na implementacdo da CDB ocor-
rem por meio das decisdes da COP, que se reune periodicamente, a cada dois anos. Até o
momento, foram realizados nove encontros comuns da COP e um extraordinario (para adogao
do Protocolo de Cartagena sobre Biosseguranca) (http://www.anbio.org.br/pdf/cdb.pdf, acesso
disponivel em 03 de outubro de 2010)

A Décima Conferéncia das Partes na Convencao sobre Diversidade Bioldgica (COP-10)
sera realizada entre os dias 18 e 29 de outubro, em Nagoia, Japdo. A COP-10 foi antecedida pela
Nona Conferéncia das Partes (COP-9), realizada em Bonn, na Alemanha, em 2008.

O Brasil sediou, em 2006, em Curitiba, a COP-8. A principal discussao na COP-10 estd
relacionada a adocdo do Regime Internacional de Acesso e Reparticao Justa e Equitativa de
Beneficios (RI-ABS).

Conforme descrito na ata da 752 Reunido Ordinaria do Conselho de Gestao do Patrimonio
Genético, realizada em marco de 2010, e disponivel no /ink: http://www.mma.gov.br/estrutu-
ras/222/_arquivos/ata75_222_1.pdf, (acesso disponivel em 03 de outubro de 2010), foi apre-
sentado o Relato sobre a 92 Reunido do Grupo de Trabalho Aberto Ad Hoc sobre Acesso e
Reparticao de Beneficios da Convencao sobre Diversidade Biolégica, realizada em marco, em
Cali, Colémbia, sob relatoria do Ministério das Relacdes Exteriores — MRE, o Sr. Paulino Franco
de Carvalho Neto, que se segue:

“A negociacao do regime internacional de acesso e reparticao de beneficios representa
para o Brasil e para os paises em desenvolvimento, de modo geral, o principal processo politi-
co em curso na CDB. O Brasil espera que o regime auxilie na valorizagdo dos recursos genéticos
e dos conhecimentos tradicionais associados de grupos indigenas e comunidades locais, bem
como no combate a biopirataria.

O Brasil, com esse propésito, tem defendido o acesso a recursos genéticos vinculado a
concessao de conhecimento prévio informado do Pais de origem e/ ou das comunidades indi-
genas ou locais detentoras de tais recursos e a reparticao justa e equitativa de beneficios,
firmada em termos mutuamente acordados com o Pais de origem, e/ou as comunidades indi-
genas ou locais.

O Brasil tem sido, desde o inicio das negocia¢cdes, em 2004, um dos principais protago-
nistas dos trabalhos de negociacdo de conclusdao de um Regimento Internacional de ABS. Nao
s6 pela razao 6bvia de deter parcela expressiva da biodiversidade do planeta, mas também por
presidir no biénio 2008 a 2010, que vai se encerrar em Nagoia, no Japao, na COP, em outubro de



2010. O grupo de paises mega diversos, que é uma instancia de coordenacao politica, integrada
por 17 paises em desenvolvimento, que abrigam mais de 70% da biodiversidade do planeta. O
Brasil sendo tanto um provedor quanto usuario de recursos genéticos e por abrigar instituicdes
de pesquisa, relativamente avancadas se comparado a outros paises em desenvolvimento, é
natural que as posicoes brasileiras sejam observadas com muita atencao pelos demais paises
e grupos de interesse.

O foro central para negociacao de recursos genéticos e para que as comunidades tradi-
cionais possam se beneficiar desse conhecimento derivado da utilizacdo de recursos genéticos
é realizado justamente no ambito da convencéo de biodiversidade, mais especificamente nas
negociacdes desse chamado Protocolo de ABS (Access and Benefit Sharing), Acesso e Reparti-
cao de Beneficios.

Entao, nés, do Brasil, entendemos que a negociacao deve estar concentrada nesse foro.
As empresas dos paises desenvolvidos fardo todo o possivel para evitar que elas tenham que,
compulsoriamente, repartir beneficios com os chamados detentores dos conhecimentos tra-
dicionais associados a recursos genéticos. Mas o Brasil, na medida da sua integridade como Pais
e como soberania, defende a prépria Constituicdo e os interesses das comunidades indigenas
tradicionais. O Brasil quer que haja essa reparticao de beneficios e tem feito um esforco muito
grande nesse sentido nas negocia¢des internacionais. Mas negociacao internacional é sempre
algo muito complexo e toda negociagdo internacional, por definicdo, exige o consenso e ndo o
voto da maioria. Entdo, um protocolo, para ser aceito, adotado, ele tem que contar com a apro-
vacao de todos os paises que negociam”.
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INTRODUCAO

Os terpenoides formam uma grande e estruturalmen-
te diversa familia de produtos naturais derivados de unidades
isoprenoides C,. Esses compostos possuem esqueletos de car-
bono, representados por (C,) , e sao classificados como
hemiterpenos (C,), monoterpenos (C, ), sesquiterpenos (C,,),
diterpenos (C,), sesterpenos (C,,), triterpenos (C,) e
tetraterpenos (C,)) (DEWICK, 2002). Este capitulo apresenta
algumas atividades farmacolégicas dos monoterpenos, im-
portantes constituintes quimicos dos 6leos essenciais de
muitas espécies de plantas. Nao pretendemos aqui fazer uma
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ampla revisao de literatura sobre o tema, mas mostrar algumas atividades de moléculas per-
tencentes a essa classe quimica. A estrutura quimica de alguns monoterpenos representativos
da classe é mostrada na Figura 1.

Os 6leos essenciais sao compostos volateis caracterizados por um forte odor que sao
formados por plantas aromaticas como metabdlitos secundarios. Conhecidos por suas propri-
edades antissépticas, medicinais e pela sua fragrancia, eles sao usados na conservacao de ali-
mentos e também como agentes antimicrobianos, analgésicos, sedativos, anti-inflamatorios,
espasmoliticos e anestésicos locais (BAKKALI et a/, 2008).

Na natureza, os 6leos essenciais possuem um importante papel na protecdo de plantas
como antibacterianos, antivirais, antifingicos, inseticidas e também contra a acdao de herbivo-
ros sobre as plantas. Eles também podem atrair insetos para favorecer a dispersao do pdlen ou
repelir outros insetos indesejaveis. Sao liquidos, volateis, limpidos e raramente coloridos, solu-
veis em solventes organicos e com densidade menor que a agua. Podem ser sintetizados por
todos os 6érgaos da planta, como, por exemplo, botdes florais, flores, folhas, caule, galhos finos,
sementes, frutos, raizes e cascas, e sao estocados em células secretdrias, cavidades, canais,
células epidérmicas ou tricomas glandulares (BAKKALI et a/, 2008).

Em relacdo a composicao quimica, os éleos essenciais sdo misturas muito complexas
que podem conter de 20-60 componentes em diferentes concentracdes, sendo caracterizados
por dois ou trés componentes principais com concentragdes em torno de 20-70% comparados
aos outros componentes presentes em concentragdes menores. Por exemplo, carvacrol (1)
(30%) e timol (2) (27%) sdo os principais componentes do 6leo essencial de Origanum
compactum Benth.; linalol (3) (68%) do 6leo essencial de Coriandrum sativum L.; mentol (4)
(59%) e mentona (5) (19%) do 6leo de Mentha x piperita L.; rotundifolona (6) (63%) do dleo
essencial de Mentha x villosa Huds. Geralmente, esses constituintes quimicos majoritarios
determinam as propriedades bioldgicas dos 6leos essenciais.

Os monoterpenos sao formados a partir do acoplamento de duas unidades isoprenoides
(C,,)- Sao as moléculas mais encontradas nos 6leos volateis (constituem cerca de 90% dos
6leos) e possuem uma grande variedade de estruturas quimicas.

Muitos 6leos volateis possuem atividades farmacoldégicas, tais como ansiolitica,
anticonvulsivante e antinociceptiva. Compostos como linalol, limoneno (7) e citronelol (8) pos-
suem acao sobre o Sistema Nervoso Central (SNC), enquanto mentol e mirceno (9), atividade
analgésica (PASSOS et al, 2009).

Diante do exposto, o presente capitulo faz uma abordagem atualizada sobre algumas
das mais importantes propriedades farmacolégicas dos principais monoterpenos. Para nosso
levantamento bibliografico foi utilizado os bancos de dados ScienceDirect, Chemical Abstracts,
PUBMED (US National Library of Medicine), SCOPUS e NAPRALERT (NAtural PRoducts ALERT).



MONOTERPENOS COM ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Carvacrol e Timol

Estudos mostraram que os monoterpenos carvacrol e timol estdo presentes como os
principais componentes dos éleos essenciais das espécies Satureja montana L., Satureja
spicigera Boiss., Satureja odora (Griseb.) Epling e Saturejae parvifolia (Phil.) Epling , espécies
pertencentes a familia Lamiaceae encontradas na Bulgaria (MUSCHIETTI et a/, 1996; TUMEN &
BASER, 1996). Em plantas pertencentes a essa familia, o timol esta sempre presente acompa-
nhado do seu isomero, o carvacrol (TSIMIDOU & BOSKOU, 1994). Ambos os compostos sao
biologicamente ativos, o timol possui atividade antisséptica e o carvacrol possui propriedades
antifingicas. Eles também inibiram a peroxidacao de fosfolipidios de lipossomos de maneira
dependente de concentracao (AESCHBACH et a/, 1994). A inibicdao da oxidacao pelos 6leos
essenciais de varias espécies de orégano depende do conteldo de carvacrol e timol (LAGOURI
& BOSKOU, 1995).

Outro estudo realizado por Yanishlieva et a/ (1999) investigou a atividade antioxidante
e 0 mecanismo de acdo de timol e carvacrol em dois sistemas lipidicos. Os autores investiga-
ram se, devido ao fato de essas duas substancias serem isdbmeros de posicdo, elas poderiam
produzir diferentes atividades antioxidantes sobre diferentes substratos lipidicos. A auto-oxi-
dacéo de triacilgliceréis purificados de banha de porco (TGL) e éleo de girassol (TGSO) conten-
do concentracdes crescentes de timol e carvacrol foi estudada em temperatura ambiente. Os
resultados obtidos com os sistemas lipidicos mostraram que o timol teve a eficacia e a ativida-
de antioxidante mais elevada durante a oxidacao do 6leo de girassol. Durante a auto-oxidacao
dos lipidios em temperatura ambiente, o timol foi mais efetivo e mais ativo antioxidante do
que o carvacrol. Ambos diferem no mecanismo de sua acao inibitéria, que depende do carater
do meio lipidico. Timol é melhor antioxidante sobre TGSO do que sobre TGL, enquanto as ativi-
dades do carvacrol nos dois sistemas lipidicos nao diferem significantemente. Os efeitos do
timol em reagdes que geram espécies reativas de oxigénio (EROs) tais como o anion radical
superoxido (0,7), radical hidroxila (OH) e oxigénio singlete ('0,) foram investigados usando
quimiluminescéncia e métodos espectrofotométricos. Esse composto atua como sequestrador
de vdrias dessas espécies reativas de oxigénio (KRUK et a/, 2000). Por outro lado, estudos mos-
tram que o carvacrol pode impedir a formacédo de peroxinitrito pela sua capacidade de seques-
trar EROS e espécies reativas de nitrogénio (ERNs), indicando que esse monoterpeno, além de
antioxidante, é capaz de proteger biomoléculas bem como membranas lipidicas de danos
induzidos por radicais livres (GUIMARAES et a/, 2010).

A composicao quimica dos 6leos essenciais de Origanum dictamnus L. (planta selva-
gem e organica cultivada) foi analisada por CG-MS. Carvacrol, timol, p-cimeno (10) e y-terpineno
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(11) foram identificados como constituintes majoritarios, sendo isolados das duas amostras de
espécies. Esses constituintes foram encapsulados em lipossomos a base de fosfatidilcolina e
tiveram sua atividade antioxidante e antimicrobiana testadas. A atividade antioxidante foi estu-
dada utilizando calorimetria diferencial de varredura (DSC), a fim de adquirir conhecimento
sobre a sua estabilidade a oxidacdo. As mudancas observadas nas propriedades termodinamicas
dos lipossomas contendo carvacrol, timol e uma mistura de carvacrol:timol (6:1) foram deter-
minadas. Na avaliagdo da atividade antioxidante do carvacrol e do timol antes e apds o seu
encapsulamento em lipossomos, as andlises por DSC mostraram que 0s compostos apresenta-
ram melhor acao antioxidante quando encapsulados do que no estado puro (LIOLIOS et al,
2009).

Carvacrol foi identificado como sendo o principal constituinte quimico do éleo essenci-
al de Thymus carmanicus Jalas. O 6leo essencial extraido das partes aéreas por hidrodestilacdo
e analisado por CG-MS revelou a presenca de 15 constituintes quimicos, dos quais os principais
sdo: carvacrol (85,9%), timol (3,3%), p-cimeno (3,2%), y-terpineno (1,8%) e borneol (12) (1,3%),
representando 95,6% do 6leo. A atividade antioxidante do 6leo essencial, das subfragdes obti-
das a partir do extrato metandlico de 7. carmanicus e do carvacrol foi avaliada para posterior
comparagao. Foram utilizados o método do sequestro do radical livre DPPH e o método do a-
caroteno/acido linoléico. As atividades antioxidantes foram comparadas com o butil-
hidroxitolueno (BHT), um antioxidante sintético comercial padrao. No método do sequestro do
DPPH, o BHT apresentou valor de IC, =19,72+0,80 wg/mL, enquanto o carvacrol apresentou
valor de IC, =448,05+3,62 ng/mL. A subfracdao polar do extrato apresentou valor de
IC,,=43,17+0,65 pg/mL, com atividade equivalente a cerca da metade do BHT. No sistema do
B-caroteno/acido linoleico, o carvacrol apresentou moderada atividade antioxidante
(50,18%0,34) quando comparado com o BHT (98,26+0,80) (SAFAEI-GHOMI et a/,, 2009).

y-Terpineno e Terpinoleno

Foi investigada a associacao da rutina com um antioxidante hidrofilico (dcido ascérbico)
e um antioxidante lipofilico (y-terpineno) na oxidacdo da LDL mediada pelo cobre. Em ambos
os casos, foi encontrado um efeito sinérgico (MILDE et a/, 2004). Os autores sugerem que a acao
sinérgica entre a rutina e o y-terpineno pode ser explicada pela diferente distribuicdo da rutina
e do y-terpineno ao redor da particula de LDL e que, ndo se deve investigar apenas um
antioxidante isoladamente, mas também uma combinacdo de diferentes antioxidantes. Assim,
abrem-se novas perspectivas para o tratamento da aterosclerose, doenca cardiovascular e in-
flamatoria.

Dando continuidade aos estudos de associacdes de substancias antioxidantes sobre a



inibicao da oxidacao do LDL, Grassmann et al. (2005) mostraram que a associacao do terpinoleno
(13) obtido do dleo de Pinus mugo Turra, juntamente com o a-tocoferol e com o B-caroteno,
inibem a oxidacao da LDL.

Linalo/

O linalol (3) é um composto monoterpénico que é reportado como o principal compo-
nente do 6leo essencial de vérias espécies aromaticas, as quais sdo usadas na medicina tradici-
onal. Diversos estudos mostraram que o linalol possui atividade anti-inflamatéria e
antinociceptiva em varios modelos experimentais, atividade anestésica local e propriedades
antioxidantes (PEANA et a/, 2006). Celik & Ozkaya (2002) investigaram o efeito da administra-
cao intraperitoneal do acido lipoico, vitamina E e linalol sobre o nivel de lipidios totais e acidos
graxos no cérebro de cobaias com estresse oxidativo induzido por H,O,. Os resultados mostra-
ram que o linalol possui propriedades antioxidantes, da mesma forma que a vitamina E e o
acido lipoico em impedir a peroxidacao lipidica. Além disso, os autores sugerem que a vitami-
na E, acido lipoico e linalol podem levar a novas abordagens terapéuticas para limitar os danos
da oxidacao de 4cidos graxos insaturados, bem como para complementar as terapias existen-
tes para o tratamento de complicacdes do dano oxidativo.

A atividade antioxidante do 6leo essencial de Rosmarinus officinalis L. foi comparada
em relacao a trés dos seus principais componentes: 1,8-cineol (14), a-pineno (15) e B-pineno
(16). A analise do 6leo essencial por CG-MS resultou na identificacao de 19 compostos, o que
representa 97,97% da sua composicao. Os principais constituintes do 6leo foram descritos
como 1,8-cineol (27,23%), a-pineno (19,43%), canfora (17) (14,26%), canfeno (18) (11,52%) e B-
pineno (6,71%). O 6leo e os componentes foram submetidos a uma triagem para avaliar a sua
possivel atividade antioxidante por meio do teste do sequestro do radical 2,2-difenil-1-
picrilhidrazila (DPPH) e do teste do 3-caroteno. No ensaio do DPPH, as atividades sequestradoras
de radicais livres do 6leo de A. officinalis, 1,8-cineol, 4&-pineno e a-pineno foram de 62,45+3,42%,
42,7+2,5%, 45,61+4,23% e 46,21+£2,24% (v/v), respectivamente. No sistema do B-caroteno,
testou-se uma série de amostras em diferentes concentracdes para avaliar a capacidade
antioxidante do 6leo e seus componentes principais. Os valores de IC,  para o 6leo essencial de
R. officinalis, 1,8-cineol, a-pineno e B-pineno foram de 2,04+0,42%, 4,05+0,65%, 2,28+0,23% e
2,56+0,16% (v/v), respectivamente. Em geral, o 6leo essencial de R. officinalis mostrou uma
maior atividade do que os seus componentes em ambos os sistemas, e as atividades
antioxidantes de todas as amostras testadas foram majoritariamente relacionadas com as res-
pectivas concentracdes (WANG et a/, 2008).

Limoneno

A atividade antioxidante de um extrato da biotransformacdo do limoneno de éleos es-
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senciais de laranja e de alguns monoterpenos padrdo presentes no extrato foi avaliada através
de cinco ensaios: capacidade antioxidante total, sequestro do radical livre DPPH, peroxidacao
lipidica pelo acido tiobarbiturico (TBA), liberacdo de anion superéxido por cultura de células
leucémicas e atividade da glutationa S-transferase (GSTs). A biotransformacdo do extrato de
limoneno teve atividade sequestradora de radicais livres (EC, =2,09%, v/v) e inibiu a peroxidagao
lipidica (IC,=0,13%, v/v). O extrato, alcool perilico e o a-terpineol (19) inibiram a peroxidagao
lipidica em aproximadamente 80% na concentracdo de 0,02% (v/v). Alcool perilico e a-terpineol
também reduziram a liberacdo de anions superéxido por cultura de células leucémicas, em 3
e 10 vezes, respectivamente, em concentragdes inferiores a 0,02% (v/v). A biotransformacao
do extrato inibiu a conversao de acetato de nitrofenil para p-nitrofenol no ensaio da glutationa
em 50%. Esses resultados indicaram que, além de monoterpenos, outros compostos nao-
volateis podem contribuir para a atividade antioxidante do extrato de biotransformacao
(MAROSTICA-JUNIOR et a/, 2009).

Borneo/

O (+)-borneol é um monoterpeno biciclico presente no 6leo volatil de muitas plantas
medicinais, incluindo Valeriana officinalis L. (Valerianaceae), Matricaria chamomilla L.
(Asteraceae) e Lavandula officinalis Chaix (Lamiaceae).

A atividade antioxidante de solu¢des aquosa e etanodlica do borneol foi determinada
pelo método espectrofotométrico do radical livre estavel DPPH. Esse monoterpeno, testado
nas concentracdes de 100, 500, 1000 e 2500 mM né&o apresentou qualquer atividade
antioxidante, permaneceu inativo e nao reduziu a intensidade da coloracao do DPPH, quando
solubilizado em &gua ou etanol (SLAMENOVA et a/, 2009).

Isopulegol

O isopulegol (20) é um alcool monoterpénico da familia do p-mentano, intermediario
na preparacao do mentol (SERRA et a/, 2004) e estad presente no dleo essencial de varias espé-
cies de plantas, tais como Eucalyptus citriodora Hook., Zanthoxylum schinifolium Siebold &
Zucc. Tem sido utilizado na fabricacdo de fragrancias, mas poucos relatos sdo descritos a respei-
to das suas propriedades terapéuticas (SILVA et a/, 2009).

Oisopulegol apresentou atividade antioxidante em modelo de Ulcera gastrica induzida
por etanol em roedores. Com base nesses dados, foi investigado se os efeitos antioxidantes
do isopulegol poderiam estar envolvidos com o seu efeito anticonvulsivante no modelo do
pentilenotetrazol (PTZ). Para isso, a atividade da enzima antioxidante catalase bem como os

niveis de glutationa (GSH) e lipoperoxidacdao foram medidos no hipocampo do cérebro dos



animais. O isopulegol preveniu significativamente o aumento da peroxidacao lipidica induzida
pelo PTZ, manteve a atividade da catalase em niveis normais e impediu a perda de GSH
induzida pelo PTZ no hipocampo. Os resultados obtidos sugeriram que os efeitos
anticonvulsivantes e bioprotetores do isopulegol contra convulsées induzidas pelo PTZ es-
tdo possivelmente relacionados a modulacado positiva dos receptores benzodiazepinicos
GABA, e as suas propriedades antioxidantes (SILVA et a/, 2009).

MONOTERPENOS COM ATIVIDADE CITOTOXICA E ANTITUMORAL

Devido a sua lipofilicidade, os monoterpenos podem passar através da parede celular
e da membrana plasmatica, rompendo a estrutura de suas diferentes camadas de
polissacarideos, acidos graxos e fosfolipidios. A citotoxicidade pode estar envolvida com o
dano a membrana. Nas bactérias, a permeabilidade da membrana esta associada com a per-
da de ions e reducao do potencial de membrana, colapso na bomba de prétons e deplecao
de ATP (TURINA et a/, 2006).

Limoneno

Compostos monoterpénicos presentes nos 6leos essenciais sao antioxidantes naturais
gue sao efetivos contra certos tipos de cancer (KRIS-ETHERTON et a/, 2002). De fato, um grande
numero de monoterpenos da dieta possui atividade antitumoral que pode prevenir a formacao
ou o progresso do cancer, bem como provocar a regressao do tumor. O limoneno possui uma
atividade protetora bem estabelecida contra muitos tipos de cancer (CROWELL, 1999).

O limoneno, principal constituinte quimico dos éleos essenciais de Gitrus maxima
(Burm.) Merr. e Gitrus sinensis (L.) Osbeck, inibiu a producao da aflatoxina B1 na concentracao de
250 ppm, enquanto o 6leo essencial das duas espécies inibiu na concentracao de 500 ppm. No
6leo essencial de C sinensis, esse monoterpeno responde por 90,66% da sua composicao,
enquanto no 6leo de C. maxima ele responde por 31,83% da composicdo quimica do 6leo
(SINGH er a/, 2010).

Borneol/

O borneol é um composto organico biciclico encontrado em vdrias espécies de
Artemisia L. Ele ajuda a promover a agilidade mental, sendo, portanto, usado na pratica da
meditacdo e na medicina tradicional chinesa e japonesa. Diferentemente do seu isdmero
isoborneol, o borneol nao apresenta propriedades antivirais. Da mesma maneira que o timol e
a canfora, esse composto inibe a reabsorcdo éssea. A citotoxicidade do borneol, bem como
seus efeitos danosos ao DNA e sua influéncia sobre a sensibilidade das células contra os efeitos
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prejudiciais do H,O, ao DNA foi investigada em trés linhagens de células diferentes: células
malignas de hepatoma (HepG2), células malignas do célon (Caco-2) e fibroblastos humanos
nao malignos (VH10). Eletroforese em gel revelou que o borneol ndo causou qualquer dano ao
DNA nas concentracdes estudadas. Borneol também apresentou efeito protetor ao DNA de
células HepG2 e, em menor extensao, as células VH10 (mas nao em células Caco-2) contra
danos no DNA induzidos por H,0,. A reducdo de lesdes ao DNA induzidas por H,0, em células
HepG2 e VH10 pré-incubadas com borneol pode estar ligada a estimulacdo do reparo do DNA
nessas células (SLAMENOVA et a/, 2009). Outro estudo investigou a capacidade do borneol em
alterar os efeitos nocivos ao DNA induzidos pelo peréxido de hidrogénio em hepatdcitos de
ratos e células testiculares (HORVATHOVA et a/, 2009), mostrando os efeitos citotdxicos e pro-
tetores do borneol nessas células.
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FIGURA 1.Estruturas quimicas de alguns monoterpenos



MONOTERPENOS COM ATIVIDADE NO SISTEMA RESPIRATORIO

Dentre as varias atividades farmacoldgicas atribuidas aos monoterpenos, destacam-se
aquelas direcionadas para patologias do sistema respiratério (CACERES ET AL., 1991; 1993;
RAKOVER et a/, 2008).

Timol e Mentol

Dois importantes monoterpenos que foram alvo de pesquisas relacionadas a sua ativi-
dade farmacoloégica sobre o sistema respiratério foram o timol (2) (BARDESONO, 1949; BOYD &
SHEPPARD, 1969) e o mentol (4) (RAKIETEN et a/, 1952; 1954). Esses dois monoterpenos foram
amplamente usados, na forma de aerosséis ou em vaporizadores, para o tratamento dos sinto-
mas relacionados a doencas do sistema respiratério (GROLL, 1967; BOYD & SHEPPARD, 1969;
BOHLAU & SCHILDWACHTER, 1977). Além disso, com a explosao industrial apds a segunda
guerra mundial, o mentol e outros monoterpenos comecaram a ser usados para os mais varia-
dos fins, por exemplo, como agentes flavorizantes e aromatizantes em cigarros (FERRIS WAYNE
& CONNOLLY, 2004), na industria de cosméticos (BHATIA et a/, 2008) e de alimentos (CORBO et
al, 2008).

Preparacdes farmacéuticas, usando uma mistura de penicilina e mentol, destinadas
a inalacao para o tratamento de amigdalite crénica, foram avaliadas quanto a sua eficacia
(SURKIN & POPOVA, 1953) e mais tarde a inalacdao do préprio mentol, sem associacbes e
como auxilio de vaporizadores térmicos, foi usada para o tratamento de varias afec¢des do
trato respiratério, em criancas e adultos, para o alivio dos sintomas da bronquite e da asma
(FREYER, 1955). Apesar dos bons resultados terapéuticos obtidos na época, alguns indivi-
duos apresentavam hipersensibilidade e alguns efeitos adversos relacionados ao uso de
preparacdes contendo mentol e timol (LESOINE, 1965). Ap6s alguns anos, pesquisas
alertavam sobre a utilizacao indiscriminada ou abusiva desses monoterpenos e sobre seus
efeitos téxicos (BERNSON & PETTERSSON, 1983; SCHUTZER et a/, 2000) o que, juntamente
com o surgimento de novas alternativas terapéuticas, levou ao declinio do uso desses
monoterpenos. Entretanto, a empresa Procter & Gamble, lancou uma mistura de mentol,
canfora e 6leo de eucalipto, na forma de um unguento, que foi, e continua sendo, ampla-
mente usado para o tratamento de congestdes nasais e que ficou famoso sob o nome de
fantasia de Vick Vaporup® (NOILES & PRATT, 2010).

Canfora

A canfora (17), outro monoterpeno comum em plantas aromaticas, € um dos constituin-
tes de outra preparagdo farmacéutica comercialmente disponivel ainda hoje, usada para o
alivio de sintomas de doencas relacionadas as vias respiratérias, bem como das dores nas arti-
culacgdes relacionadas ao reumatismo, conhecida como Rheubalmin Bath'. Esse medicamento
era misturado na agua e usado na preparacao de banhos mornos, comumente em banheiras,
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onde o individuo pode sorver o ar contendo vapores de canfora para o alivio dos sintomas da
asma e bronquite, que principalmente acometem criancas (ECKARDT, 1956), ou ainda esse
monoterpeno poderia ser absorvido pela pele e agir nas articulagées doloridas em adultos
(FREYER, 1955). Também era comum o uso de bandagens embebidas com uma solucdo de
canfora ou balsamo contendo canfora para o tratamento de dores musculares e nas articula-
¢oes (FREYER, 1955) ja demonstrando uma aplicacao de monoterpenos para problemas relaci-
onados a processos inflamatérios (GREBNER, 1958).

Com o desenvolvimento de modelos animais para o estudo de substancias com ativida-
de sobre o sistema respiratério, muitos avancos foram possiveis na determinacdo dos efeitos
de alguns monoterpenos, bem como de sua seguranca, ou ndo, em relacado a toxicidade e de
seu mecanismo de acdo (FEDAN et a/, 2001). Temos, por exemplo, o fato de que, apesar de o
mentol ser utilizado durante muitos anos no tratamento de disturbios respiratérios, um efeito
broncodilatador direto deste monoterpeno s6 foi descrito muitos anos depois do inicio de seu
uso na terapéutica. Nesse sentido, estudos experimentais em animais foram realizados com
pomadas a base de mentol e canfeno (18) para comprovar os seus efeitos farmacolégicos no
sistema respiratério, em que foi demonstrado que o broncoespasmo em cobaias, produzido
pela acetilcolina, foi reduzido em aproximadamente 50%, revelando assim a efetividade no
uso terapéutico da pomada em questdo para o tratamento dos sintomas da bronquite crénica
obstrutiva (SCHAFER & SCHAFER, 1981), demonstrando um potencial broncorelaxante para o
mentol.

Em estudos /n vivo usando a capsaicina e a neurocinina A para aumentar a resisténcia a
passagem do ar pelas vias aéreas de cobaias, foi mostrado que o mentol reduziu o
broncoespasmo produzido por ambos os broncoconstritores aumentando a capacidade
expiratéria dos animais testados. Nesse mesmo estudo, em experimentos /n vitro, apds 0s
anéis da arvore bronquiolar de cobaias serem pré-contraidos com acetilcolina, KCl ou capsaicina,
eles foram expostos ao ar impregnado de vapor de mentol e o resultado foi que uma reducao
dramadtica nesse broncoespasmo pdde ser observada, demonstrando que o mentol possui uma
acao relaxante direta no musculo liso brénquico (WRIGHT et a/, 1997).

Foi mostrado que o mentol possui efeito relaxante em traqueia isolada de cobaia
(KAWASUJI et al, 2005), sendo capaz de reduzir a hiperresponsividade desse érgao em modelos
de asma, bem como promover o relaxamento de anéis de traqueia de cobaia pré-contraidos
com metacolina, um andlogo da acetilcolina e agonista muscarinico, ou altas concentracdes de
KCl (20-60 mM), um agente capaz de despolarizar a membrana plasmatica permitindo a entra-
da do ion Ca?" do meio extracelular, ion chave no processo de excitacao-contracao do musculo
liso (WATANABE et a/, 2008). De fato, nesse mesmo estudo, foi demonstrado através de proto-
colos em nivel celular, em que se péde mensurar as concentra¢des intracelulares de Ca* em
midcitos isolados de traqueia através de um sonda 6ptica fluorescente, o fura-2, que o mentol
foi capaz de reduzir as concentracdes intracelulares de Ca?" nesses midcitos, fato esse que
elucida parte de seu mecanismo de acdo no musculo liso respiratério (WATANABE et a/, 2008).



Essa acao em reduzir concentragdes intracelulares de Ca?*também foi demonstrada em cultura
celular de epitélio da traqueia de cdes, onde o mentol também foi efetivo nesse efeito
(TAKEUCHI et a/, 2005).

Apesar desses relatos da acdo do mentol sobre a musculatura lisa das vias aéreas, ha
poucos estudos farmacolégicos demonstrando os possiveis efeitos de monoterpenos sobre o
sistema respiratorio, sobretudo sobre o musculo liso das vias aéreas. Dos estudos farmacolégicos
realizados /in vitro e in vivo no sistema respiratério, podemos destacar o efeito da canfora e
alguns de seus derivados na reducao da tosse (HOMMA & ONO, 1969) e como expectorante
(INOUE & TAKEUCHI, 1969; NAKHOSTEEN & VIEIRA, 1983), o aumento da secrecao epitelial
induzida pelo mentol (CHIYOTANI et a/, 1994), o efeito relaxante de carvacrol (1) (BOSKABADY
& JANDAGHI, 2003), do 1,8-cineol (14) (COELHO-DE-SOUZA et al, 2005; BASTOS et al, 2009) e
do bisabolol (Kawasuji et a/, 2005) sobre a traqueia isolada de cobaia, a reducao da secrecdo de
muco nas vias aéreas induzida por timol, mentol, 1,8-cineol (BOYD & SHEPPARD, 1969; HAMILL
et al, 1981; RIECHELMANN et a/, 1997; RACKE et a/, 2006), redugao dos movimentos ciliares no
epitélio das vias aéreas induzido por mentol (DAS et a/, 1970; RIECHELMANN et a/, 1997) e
aumento do fluxo de ar respirado induzido por (+)-a-pineno, (-)-a-pineno e mentol (NISHINO er
al, 1997; ECCLES, 2003).

MONOTERPENOS COM ACAO SOBRE O SISTEMA CARDIOVASCULAR

As doencas do sistema cardiovascular (DSCV) sao a principal causa de morte nos paises
desenvolvidos e em desenvolvimento (American Heart Association, 2008; Sociedade Brasileira
de Cardiologia, 2007), causando grandes impactos nao sé na saide humana, mas também no
campo social e econdmico (LEFKOWITS & WILLERSON, 2001). Na tentativa de reduzir esses
impactos, nas Ultimas décadas, diversos grupos de pesquisa tém trabalhado exaustivamente
no sentido de avancar no tratamento das DSCVs, entre eles a descoberta de novas alternativas
terapéuticas (LEFKOWITS & WILLERSON 2001).

Nesse contexto, o estudo com plantas medicinais tem demonstrado resultados promis-
sores, principalmente envolvendo 6leos essenciais. Estudos como os de Lahlou et a/ (2005),
Edris (2007) e Menezes et a/. (2010) tém demonstrado propriedades benéficas dos dleos essen-
ciais, tais como antitrombética, antiplaquetdria, protetora do endotélio, vasorrelaxante e
hipotensora. Recentes estudos tém demonstrado que esses efeitos também sdo observados
em humanos, como melhora no fluxo coronario (SHIINA et a/, 2008) e efeitos hipotensores e
bradicardicos (DAYAWANSA, 2003). Entretanto, outros estudos tém demonstrado que os 6leos
essenciais podem ser prejudiciais ao sistema cardiovascular e, por conseguinte, a saide huma-
na (SZENTANDRASSY et a/, 2004).

Baseados nessas atividades e sabendo-se que os 6leos essenciais sao constituidos prin-
cipalmente por monoterpenos, mais recentemente, estudos farmacoldgicos tém focado es-
forcos objetivando investigar os efeitos do grupo de substancias sobre o sistema cardiovascular.
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Dentre os mais estudados, podemos citar o timol, carvacrol, eucaliptol (1,8-cineol), rotundifolona
(6xido de piperitenona), a-terpineol, a-terpin-4-ol, linalol e citronelol. A seguir descrevere-
mos alguns efeitos cardiovasculares de cada um desses monoterpenos.

Timol

Por ser bastante utilizado com um antisséptico geral e na pratica médica, os efeitos
cardiovasculares do timol (2) tém sido bastante estudados. Magyar et a/. (2002) demonstraram
que o timol induziu arritmias cardiacas em midcitos ventriculares isolados de caes. Esses efei-
tos foram mediados pela inibicdo das correntes para K* e Ca%". Mais recente, 0 mesmo grupo
(MAGYAR et al, 2004), estudando os efeitos do timol em cardiomidcitos isolados de ventriculos
humanos e caninos, utilizando a técnica de patch clamp na configuracdo whole-ce//, demons-
trou que o timol foi capaz de inibir as correntes para Ca** tipo L. Além disso, os efeitos do timol
também foram investigados em coragdo de cobaio perfundido, utilizando a técnica de
Langendorff, e trabécula ventricular canina (SZENTANDRASSY et a/, 2004). Esses estudos de-
monstraram que o timol induziu um efeito cardiodepressor causado por uma reducédo do con-
teudo de calcio do reticulo sarcoplasmatico, em funcao, principalmente, da inibicao da bomba
de célcio (SZENTANDRASSY et a/, 2004).

Efeitos vasorrelaxantes do timol também foram observados. Em aorta isolada de rato,
Peixoto-Neves et a/. 2010) demonstraram que o timol induziu um relaxamento independente
do endotélio, possivelmente envolvendo a inibicdao da liberacdao de Ca?* do reticulo
sarcoplasmatico, reducédo da sensibilidade dos elementos contrateis ao Ca** e bloqueio do
influxo de Ca?*através da membrana.

Carvacro/

Os efeitos cardiovasculares do carvacrol (1) foram estudados tanto em /n vivo quanto /in
vitro. Em ratos normotensos, carvacrol na dose de 100 ug/kg (i.p.) reduziu a pressao arterial e
frequéncia cardiaca, e inibiu a hipertensdo induzida por .-NAME (/-nitro arginina metil-éster),
um inibidor da enzima 6xido nitrico sintase (NOS) (AYDIN et a/, 2007). Ja em aorta isolada de
rato, embora Aydin et a/. (2007) ndo tenha observado nenhum efeito significativo do carvacrol,
Peixoto-Neves et a/. (2010) demonstraram que esse monoterpeno induziu um relaxamento
independente do endotélio, possivelmente envolvendo a inibi¢do do influxo de Ca?* através da
membrana. Em artéria cerebral de ratos, o carvacrol também causou potente vasodilatacao,
porém, esse efeito foi dependente do endotélio (EARLEY et a/, 2010). De acordo com Earley et
al. (2010), esse efeito foi atribuido a acao do carvacrol sobre canais TRPV3 (7ransient Receptor
Potential Vanilloid), causado um influxo de Ca?* nas células endoteliais, aumentando as concen-
tracdes intracelulares Ca?* e levando a uma ativacao dos canais de K* sensiveis a Ca?* de média



(IK.,) e baixa (SK_) condutancia. Essa ativacao produz hiperpolarizacdo da membrana plasmatica
das células endoteliais e musculares lisas vasculares, resultando assim na vasodilatacao.

Em cardiomidcitos isolados de ventriculos humanos e caninos, utilizando a técnica de
patch clamp na configuracdo whole-cell, estes estudos demonstraram que, assim como o timol,
o carvacrol também foi capaz de inibir as correntes para Ca?* tipo L (Magyar et al., 2004).

1,8-cineol

Devido ao seu aroma agradavel e gosto picante, o 1,8-cineol (eucaliptol) (14) é bastante
usado na industria alimenticia como aromatizante e realcador de sabor. Seus efeitos
cardiovasculares foram estudados por Lahlou et a/. (2002), usando uma abordagem combinada
/in vivo e in vitro. Nesse estudo, os autores demonstraram que a administracao de 1,8-cineol
endovenosamente reduziu de maneira significativa a pressao arterial tanto de ratos conscien-
tes quanto de anestesiados. Nesse mesmo estudo, um ensaio realizado com aorta isolada de
rato demonstrou que o 1,8-cineol possui atividade vasorrelaxante, o que levou os autores a
sugerir que o efeito hipotensor provavelmente seria devido a uma reducdo da resisténcia
vascular periférica causado pelo relaxamento direto da musculatura lisa vascular. Mais recente-
mente, Pinto er a/. (2009) demonstraram que esse vasorrelaxamento parece depender, em
parte, da integridade do endotélio vascular e da liberacao do 6xido nitrico.

Além disso, Soares et a/. (2005) investigaram os efeitos do 1,8-cineol em prepara-
¢bes de musculo papilar de ventriculo de ratos. Nessas preparacdes, o 1,8-cineol produziu
um relaxamento, possivelmente causado pela inibicao do influxo de Ca?* através da mem-
brana.

Rotundlifolona

Os efeitos cardiovasculares da rotundifolona (6), principal constituinte do 6leo essenci-
al Mentha x villosa Huds. (“hortela-da-folha-miuida”), foram inicialmente descritos por Guedes
et al. (2002) mostrando que a administracdo intravenosa de rotundifolona em ratos conscientes
reduziu de maneira significativa a pressao arterial e a frequéncia cardiaca. Na investigacao dos
mecanismos de acdo envolvidos nessas respostas, Guedes et a/. (2002) realizaram experimen-
tos /in vitro utilizando preparacdes isoladas de atrio e anéis de aorta, ambos de ratos. Esses
experimentos demonstraram que a rotundifolona foi capaz de induzir efeitos cronotrépicos e
inotrépicos negativos em atrio (GUEDES et a/, 2002) e vasorrelaxamento em aorta (GUEDES et
al,, 2004). O vasorrelaxamento foi devido a inibicao do influxo de Ca?* através da membrana e da
liberacdo de Ca** dos estoques intracelulares (GUEDES et a/, 2004). Diante desses resultados, os
autores concluiram que o efeito hipotensor ocorre, possivelmente, devido a uma reducao da
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frequéncia cardiaca somada a uma reducdo da resisténcia periférica vascular, ambos decorren-
tes de uma ativacdo muscarinica.

a-terpineol

Os primeiros relatos dos efeitos cardiovasculares do a-terpineol (19) foram feitos
por Saito et al. em 1996. Nesse estudo, os autores demonstraram que o a-terpineol apre-
sentou efeito hipotensor em ratos na dose de 5mg/kg administrado pela via endovenosa.
Mais recentemente, Magalhaes et a/. (2008), usando leito mesentério perfundido de rato,
demonstraram que o a-terpineol induz também vasorrelaxamento, que foi abolido na pre-
senca de L-NAME, o que sugere o envolvimento de NO nesse vasorrelaxamento. Possivel-
mente o efeito hipotensor relatado por Saito er a/. (1996) pode ter sido causado por uma
reducao na resisténcia periférica vascular como consequéncia de um vasorrelaxamento
(MAGALHAES et al,, 2008).

a-terpin-4-ol

O a-terpinen-4-ol é o maior constituinte do dleo essencial da espécie Alpinia zerumbet
(Pers.) B.L. Burtt & R.M. Sm. ou Alpinia speciosa (Blume) D. Dietr. (Zingiberaceae). Essa planta
medicinal é conhecida popularmente como Colénia e é bastante utilizada pela populagdo na
forma de cha no tratamento da hipertensao arterial. Estudos tém demonstrado que a adminis-
tracdo endovenosa de a-terpinen-4-ol induziu imediata reducao da presséo arterial de manei-
ra dependente da dose tanto em ratos normotensos (LAHLOU et a/, 2002) quanto em hipertensos
(LAHLOU et al, 2003). Em preparagdes de aorta isoladas de ratos pré-contraidas com solucdo
despolarizante de K*, o a terpinen-4-ol foi capaz de induzir um vasorrelaxamento dependente
da concentracdo (LAHLOU et a/, 2003).

Linalo/

O linalol (3) é encontrado na natureza normalmente sob a forma de uma misturaracémica
em diversas plantas aromaticas. Seu uso é comum na industria cosmética e alimenticia como
aromatizante de perfumes e alimentos. Estudos realizados por Hoferl, Krist e Buchbauer (2006),
gue investigaram os efeitos do linalol sobre o estresse, demonstraram que esse monoterpeno
apresenta efeitos significativos sobre o sistema cardiovascular de humanos. Nesse estudo, os
efeitos dos isdmeros 6ticos (+) e (-) linalol administrados pela via inalatéria sobre a pressao
arterial e frequéncia cardiaca foram isoladamente avaliados em 24 sujeitos. Interessantemente,
os resultados demonstraram que os isdmeros dticos apresentaram efeitos inversos. Enquanto o



(+)-linalol apresentou efeito estimulante sobre o sistema cardiovascular, o (-)-linalol apresen-
tou efeito depressor.

Citronelo/

Citronelol (8) € um dos monoterpenos constituintes de algumas plantas usadas na me-
dicina popular como agente anti-hipertensivo, entre elas Cymbopogon citratus (DC.) Stapf
(ABEGAZ et al, 1983), Cymbopogon winterianus (QUINTANS-JUNIOR et a/, 2008) e Ljppia alba
(TAVARES et al, 2005). Em estudos realizados por Bastos et a/. (2010), o citronelol, administrado
endovenosamente, apresentou efeito hipotensor e taquicardico em ratos conscientes. Na in-
vestigacdo dos mecanismos de acdo envolvidos nessas respostas, Bastos et a/ (2010) realiza-
ram experimentos /n vitro utilizando preparacdes isoladas de anéis de artéria mesentérica
superior de ratos. Nesses experimentos, foi demonstrado que o citronelol foi capaz de induzir
vasorrelaxamento, devido a inibicdo do influxo de Ca** através da membrana e da liberacédo de
Ca?* dos estoques intracelulares (BASTOS et a/, 2010). Diante desses resultados, os autores
concluiram que o efeito hipotensor ocorre devido a uma reducdo da resisténcia periférica
vascular decorrente de um efeito direto sobre a musculatura lisa vascular.

MONOTERPENOS COM ATIVIDADE SOBRE SISTEMA NERVOSO CENTRAL (SNC)

Disturbios neurolégicos como a ansiedade ou a epilepsia, de acordo com dados recen-
tes da Organizacao Mundial da Saude, sao extremamente comuns na sociedade atual, bem
como condi¢des que causem dor e processos inflamatoérios. Todas essas nosologias ainda sao
desafiantes para a medicina moderna, pois o arsenal terapéutico utilizado na clinica nao trata
de forma apropriada uma parcela consideravel de pacientes, apresentando um largo espectro
de reacbes adversas ou efeitos indesejaveis, bem como interagdes medicamentosas. Todos
esses aspectos dificultam a adesao terapéutica. Portanto, novas biomoléculas com potencial
terapéutico sdo constantemente estudadas pelos grandes laboratérios, sendo que alguns
monoterpenos, destacados a seguir, se mostram promissores.

ATIVIDADEANTINOCICEPTIVA

Linalo/
Dentre os monoterpenos com atividade antinociceptiva, provavelmente o linalol (3)
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seja o mais estudado. O linalol é um monoterpeno alcodlico encontrado na natureza na sua
forma racémica e que ocorre como composto majoritario no éleo essencial de espécies aro-
maticas, tais como Ocimum basilicum L., O. gratissimum L. e Salvia sclarea L., que sao utilizadas
na medicina tradicional como analgésica e anti-inflamatéria (ALMEIDA et a/, 2001).

Esse monoterpeno tem no seu enantidmero, (-)-linalol, suas principais propriedades
farmacoldgicas no SNC, inclusive sua atividade antinociceptiva. Varios estudos demonstraram
que o (-)-linalol possui atividade antinociceptiva mediada por mecanismos centrais, tais como
o envolvimento do sistema opioide, dopaminérgico e colinérgico, e periférico (PEANA &
MORETTI, 2002; PEANA et a/, 2006; BATISTA et al, 2010). Esses efeitos sao corroborados pela
atividade anti-inflamatoéria desse enantidmero através da inibicdo de mediadores envolvidos
na via dos prostanoides, do éxido nitrico (NO) e de citocinas pré-inflamatérias (TNF-«, IL-1b, IL-
1a e IFN-y) (BATISTA et al, 2010).

Adicionalmente, alguns estudos demonstram que o (-)-linalol modula a neurotransmissao
glutamatérgica possivelmente através da interacdo com os receptores ionotrépicos para o
glutamato (iGIuR), aparentemente sem o envolvimento dos receptores metabotrépicos (mGIuR).
A participacao do sistema glutamatérgico no possivel mecanismo de acao do (-)-linalol foi carac-
terizada pela administracdo sistémica e local desse composto em roedores, sendo seus efeitos
revertidos por antagonistas farmacolégicos especificos dos receptores A-metil-D-aspartato
(NMDA), a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpro-prionato (AMPA) e cainato (BATISTA et a/, 2008).
Os receptores NMDA sdo particularmente importantes na modulacdo da dor e sdo fortemente
antagonizados pelo (-)-linalol (BATISTA et a/, 2008; 2010).

O envolvimento dos iGluR na resposta antinociceptiva do (-)-linalol demonstra que seu
efeito analgésico central é particularmente importante, pois sugere seu possivel uso no trata-
mento clinico de dores neuropaticas, tais como na neuralgia trigeminal e/ou na pés-herpética,
dores de dificil tratamento com os farmacos analgésicos atualmente utilizados.

Mento/

O mentol (4) é um monoterpeno alcodlico presente em plantas do género Menthal. e
gue da o tipico cheiro e sabor mentolado. O mentol é um dos compostos majoritarios (50-70%)
do dleo essencial da Mentha x piperita L. e Mentha arvensis L. (ECCLES, 1994), mas pode ser
sintetizado a partir do mirceno, processo conhecido como 7akasago menthol synthesis (Proces-
so Takasago).

A aplicacdo tépica do mentol provoca uma sensacdo de formigamento e sensacao de
frescor, devido a ativacao de receptores de membrana da familia TRP (7ransient Receptor
Potential), em especial os receptores TRPM8 (MACPHERSON et a/, 2006). O efeito analgésico do
mentol parece estar relacionado, quando administrado sistemicamente, com a participacdo
do sistema opioide, em particular pela ativacao dos receptores 4-opioides (GALEOTTI et al.,
2002).



1,8-Cineo/

O 1,8-cineol (14) (eucaliptol ou 6xido terpénico) é um dos monoterpenos majoritarios
do 6leo essencial de £ucalyptus UHér. (=275%), Rosmarinus L. (= 40%) e Psidium L. (40-60%). Em
estudo pré-clinico, o tratamento com 1,8-cineol apresentou efeito antinociceptivo mediado
por mecanismos centrais, sem o envolvimento do sistema opioide (LIAPI et a/, 2007), e perifé-
ricos, além de efeito anti-inflamatério (SANTOS & RAO, 2000). No mesmo estudo, o composto
produziu uma inibicdo significativa na producao de citocinas (TNF, IL1-b), leucotrieno B4,
tromboxano B2 e prostaglandina E2. Essa diminuicao na formacao de mediadores inflamatdrios
explica, pelo menos em parte, o efeito anti-inflamatério e analgésico mediado por mecanis-
mos periféricos.

Citronelal

O citronelal é um monoterpeno que pode ser extraido do 6leo essencial da Cymbopogon
nardus (L) Rendle e C winterianus Jowitt ex Bor, sendo encontrado na natureza na sua forma
racémica ((RS)-(+)-citronelal) (LENARDAO et a/, 2007). Melo et a/. (2010) demonstraram que a
administracdo desse composto, na forma racémica, produz depressdo do SNC e reduz a
nocicepcao em roedores, através de mecanismos centrais e periféricos. Dessa forma, seus
efeitos analgésicos estdo provavelmente envolvidos na ativacdo do sistema opioide e na mo-
dulacdo de mediadores inflamatérios, tais como os prostanoides e as cininas. O (£9)-(+)-citronelal
foi o primeiro monoterpeno descrito na literatura que produziu intenso efeito analgésico com
a participacao do sistema opioide em modelos de dor orofacial em roedores, sem alterar a
coordenacao motora e inibindo a excitabilidade neuronal através do bloqueio parcial de canais
para Na* controlados por voltagem (QUINTANS-JUNIOR et a/, 2010).

Outros Monoterpenos

A hidroxidihidrocarvona produz efeito antinociceptivo mediado por mecanismos cen-
trais em camundongos, aparentemente sem o envolvimento do sistema opioide (OLIVEIRA et
al, 2008).

A rotundifolona (6) possui atividade antinociceptiva e esta presente no 6leo essencial
de varias espécies de Mentha L., como um dos monoterpenos majoritarios. Estudo que avaliou
a relagao estrutura/atividade de varios analogos da rotundifolona (epoxi-carvona, (+)-pulegona,
(+)-carvona e (-)-carvona) mostrou que a presenca do grupo epoxi pode potencializar o efeito
antinociceptivo desses compostos (DE SOUSA et a/, 2007a).

Atribui-se ao carvacrol (1) as propriedades terapéuticas do orégano, que incluem
antimicrobiana, antitumoral, antimutagénica, antigenotéxica, antiespasmddico, analgésico, anti-
inflamatoério, dentre outras (BASER, 2008). Os efeitos antinociceptivos do carvacrol foram des-
critos recentemente através de modelos pré-clinicos, em que sua administracdo por via
intraperitoneal (i.p.), nas doses 25-100 mg/kg, produziu uma reducado da resposta algica em
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camundongos induzidos por meios quimicos (acido acético, formalina, glutamato e capsaicina)
e térmicos (placa quente) (GUIMARAES et a/, 2010). Os efeitos antinociceptivos, centrais e
periféricos, do carvacrol parecem estar relacionados com sua acdo sobre os receptores
glutamatérgicos (NMDA e ndao-NMDA), com a ativacao de receptores TRP (7ransient Receptor
Potential), em especial os receptores TRPV3, e com suas propriedades antioxidantes (GUIMA-

RAES et al, 2010).

Na Tabela 1 estdo sumarizados os principais monoterpenos descritos com proprieda-
des analgésicas/antinociceptivas e seus possiveis mecanismos farmacolégicos.

Tabela 1 - Principais monoterpenos com atividade antinociceptiva e/ou analgésica

Aciclico
Participagcao do
sistema opidide e
Citronelalb< l/\-}gFTIEJOPg 50-200 i Camundongos | bloqueio parcial de
NOG’Iu ’ mg/kg P- /machos canais para Na,
controlados por
voltagem
Participacao dos
sistemas opidide,
colinérgico
AA, PQ, TF,
HTC, HGlu,  |33-300 (receptor M2),
HTPGE,, mg/kg V-0 Camundongos glutamatérgicos
NGlu, 200 pl 1P /machos (receptor N.MDA’
(-)-Linalo[®<3 DLPNC, 10-300 > Camundongos AMPA ; c,aln.ato),
inalat u dopaminérgico
HMCFA, ng/paw ol /fémeas (receptor D2)
HTCFA, 0,1-3 |tp Ratos/machos purer?érgico (’/-\1 o
?éNl\liT’NNFI-Lc; ug/site A2). Modulacao da
' producao de
citocinas pré-
inflamatoria
Analgesia mediada
por mecanismos
periféricos e
AA, PQ, HTC, | 5-450 v.0., Camundongos | modulagao da via
Mirceno®™ HM,PGEI ' mark i.p., /machos arginina-NO-GMPc.
2 9/%9 s.C. Ratos/machos |Participacdo dos

sistemas opioide e
adrenérgico
(receptores a,)

(Continua)



Monociclico

AA, TF, NIC,

25-100

Camundongos

Participacao de
mecanismos

centrais, sem a
participacao do

Carvacrol NGlu, PQ mg/kg i.p. /machos 5|s.te.m~a opioide.
Inibicdo da
producdo de
mediadores
inflamatdrios

Camundongos [P0 porcal de

(-)-Carvona©°®r AA, TF, SSG i.p. /machos P

mg/kg controlados por
Ratos/machos
voltagem
250 Camundongos
- P i —

(+)-Carvona AA mg/kg i.p. /machos
Atividade
antinociceptiva

Hidroxidiidro- AA, IC, PQ, 12,5-400 . Camundongos medlad.a por

i.p. mecanismos

carvonard TF mg/kg /machos .
centrais, sem a
participacdo do
sistema opidide
Inibicdo da
producdo de

. ; 25-50mg/- |. Camundongos | mediadores

R-(+)-limoneno’ | AA, TF, PQ kg P /machos inflamatérios e nado
participacdo do
sistema opidide

1-10
0 . mg/kg v.o. Camundongos _
(-)-Mentol AA.PQ 5-10 i.cv. |/machos
pg/site
:no-il? V.0 Camundongos Participacao do
(+)-Mentol® AA, PQ 979 L 9 sistema opidide
10-50 i.c.v. |/machos
. (receptores k)
pg/site
250 . Camundongos
- p
(+)-pulegona AA mg/kg i.p. /machos _
Biciclico
100-400
mg/kg V.0 Camundongos Nao participacao
1,8-Cineolt AA, TF, PQ . |/machos .
0,2-0,5 i.p. do sistema opidide
Ratos/machos
mg/kg

(Continua)
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. 250 . Camundongos
Epoxi-carvona® AA ma/kg i.p. /machos _
Oxido de AA 250 i Camundongos
limonenor mg/kg P | /machos -
Oxido de AA 250 i Camundongos
pulegonar mg/kg P | /machos -
Agonista parcial
. . Camundongos
B-PinenoP PQ, TF 0,3 mg/kg | i.p. /machos dos r'e’c'eptores
opiodides p
. " 500 Camundongos
a-Pineno TCBQ ma/kg v.0. /machos -
125-250 Camundongos Participacao do
RotundifolonaP* AA, TF, IC ma/k i.p. | /machos sistemsog iSide
97kg Ratos/machos P
ATIVIDADEANS/IOLITICA

Existem varios trabalhos descritos na literatura sobre as propriedades ansioliticas de
6leos essenciais ricos em monoterpenos, contudo, poucos estudos realizaram protocolos ex-
perimentais (pré-clinicos e/ou clinicos) com esses compostos isolados.

Isopulegol

O isopulegol (20) (25-50mg/kg) em protocolos pré-clinicos apresentou efeito ansiolitico,
promovendo aumento no ndimero de entradas e tempo de permanéncia nos bracos abertos
dos animais no teste do Labirinto em Cruz Elevado (LCE), além de aumentar o nimero de mer-
gulhos de cabeca dos animais no teste da placa perfurada (SILVA et a/, 2007). Como descrito
anteriormente, os efeitos ansioliticos e anticonvulsivantes do isopulegol estdao possivelmente
relacionados a modulacao positiva dos receptores benzodiazepinicos GABA, (SILVA et al, 2009).

1,8-cineol e Carvacro/

Um estudo pré-clinico realizado por Gomes et a/. (2010) mostrou que o tratamento
agudo com 1,8-cineol, por via intraperitoneal, produziu efeito ansiolitico em camundongos
nos animais submetidos ao teste do LCE.



Melo et a/. (2009) demonstraram a atividade ansiolitica do carvacrol, administrado-o
oralmente em camundongos, utilizando o teste do LCE, no qual esse efeito ansiolitico foi rever-
tido na presenca do flumazenil, antagonista do sitio dos benzodiazepinicos no receptor GABA,
sugerindo assim o envolvimento da transmissdo GABAérgica no mecanismo de acdo do
monoterpeno. Os efeitos antioxidantes do carvacrol podem estar contribuindo com seus efei-
tos centrais, visto que esse monoterpeno inibe a producido de NO (GUIMARAES et a/, 2010), o
que pode estar associado com efeitos ansiolitico e depressor do SNC apresentado pelo carvacrol.

Linalol Mentol e Borneo/

O tratamento agudo com linalol induziu alteracées comportamentais sugestivas de
atividade ansiolitica em camundongos, no teste da caixa claro-escuro, quando administrado
por via inalatéria (LINK et a/, 2009).

Em estudos eletrofisioldgicos, utilizando a técnica de voltage-clamp, os monoterpenos
mentol (HALL et a/, 2004), (+)-borneol e (-)-borneol (GRANGERA et a/, 2005) apresentaram-se
como sendo potentes moduladores alostéricos positivos dos receptores GABA,, sugerindo,
assim, que eles podem possuir efeito ansiolitico devido ao aumento das correntes de cloreto e,
consequentemente, reducao da atividade do Sistema Nervoso Central, como o que ocorre com
os benzodiazepinicos, firmacos padrao de atividade ansiolitica.

ATIVIDADE ANTICONVULSIVANTE

Descreveremos nesta parte do capitulo apenas os estudos de investigacao de atividade
anticonvulsivante dos monoterpenos isolados. Contudo, outros importantes trabalhos utilizan-
do 6leos essenciais ricos em monoterpenos estao descritos na literatura.

o, B-epoxi-carvona, (S)-(+)-carvona, e hidroxidihidrocarvona

Almeida et a/. (2008) investigaram o efeito anticonvulsivante em camundongos da «, B-
epoxi-carvona, monoterpeno monociclico obtido por sintese a partir da A(-)-carvona, nos
testes das convulsdes induzidas quimicamente pelo pentilenotetrazol (PTZ) e picrotoxina (PIC)
e no teste do Eletrochoque Auricular (ELA), sendo registrado que a administracdo aguda desse
composto promoveu protecdo contra o aparecimento das convulsdes e, ainda, produziu um
aumento significante na laténcia para o desenvolvimento das convulsdes nos animais.

Num estudo comparativo entre os enantidbmeros (A)-(-)-carvona e (5)-(+)-carvona ape-
nas a segunda apresentou efeito anticonvulsivante quando administrado por via i.p. em ca-
mundongos, aumentando a laténcia das convulsées induzidas por PTZ e PIC (DE SOUSA et al,
2007b). Ja a hidroxidihidrocarvona, outro monoterpeno obtido por sintese a partir da hidratacao
da A(-)-carvona, apresentou efeito anticonvulsivante no teste do PTZ protegendo os camun-
dongos do desenvolvimento das convulsées (DE SOUSA et a/, 2006a).
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Citronelol e Isopulego/

O citronelol, um monoterpeno alcodlico, apresentou efeito anticonvulsivante em ca-
mundongos prevenindo o desenvolvimento das convulsdes e aumentando a laténcia das con-
vulsdes induzidas pelo PTZ e PIC, e eliminando em 80% o reflexo extensor no teste ELA nos
animais. Esses efeitos foram mediados pelos receptores GABA, e pelo bloqueio parcial dos
canais para Na* operados por voltagem (DE SOUSA et a/, 2006b).

Como descrito anteriormente neste capitulo, o isopulegol apresentou efeito
anticonvulsivante no modelo do pentilenotetrazol (PTZ) em camundongos. De acordo com
Silva et al. (2009), essa atividade esta diretamente relacionada com a atividade da enzima
antioxidante catalase bem como os niveis de glutationa (GSH) e lipoperoxidacao, quando me-
didos em hipocampo do cérebro de roedores, sendo um bioprotetor em crises induzidas qui-
micamente pelo PTZ. Adicionalmente, os efeitos depressores do SNC atribuidos ao isopulegol
estao possivelmente relacionados a modulacao positiva dos receptores GABA, (SILVA et al,
2009).

Linalo/

A atividade anticonvulsivante do linalol foi inicialmente proposta por Elizabetsky et a/.
(1999) que avaliou, em camundongos por via i.p., que a administracao do linalol produziu uma
protecao estatisticamente significante contra as convulsdes induzidas por PTZ e ELA. Adicio-
nalmente, o linalol apresentou efeito anticonvulsivante frente as convulsées induzidas pelo
glutamato, dado corroborado por Batista et a/ (2008; 2010) que mostrou o envolvimento do
sistema glutamatérgico ao demonstrar que o linalol, administrado sistemicamente e por via
intratecal, produziu seus efeitos ao atuar, antagonizando os receptores glutamatérgicos NMDA
e nao-NMDA.

CONSIDERAGOES FINAIS

Considerando-se o grande numero de atividades farmacolégicas dos monoterpenos
em diferentes sistemas (oxida¢des bioldgicas, sistema respiratdrio, cardiovascular, SNC, etc.),
ainda se sabe muito pouco sobre seus mecanismos farmacolégicos, efeitos tdxicos e sobre
suas aplicagdes terapéuticas. Apesar dos inimeros estudos realizados com 6leos essenciais de
diversas espécies de plantas, os quais apontam os seus constituintes majoritarios, devem ser
realizados estudos para a verificacdo da atividade farmacolégica desses constituintes, para que
eles possam servir tanto para a identificacdo de marcadores quimicos para as espécies, quanto
para a comprovacao de que a atividade farmacoldgica dos 6leos essenciais estd diretamente
relacionada a presenca deles.



Os trabalhos sumarizados no presente capitulo mostraram o potencial terapéutico dos
monoterpenos na prevencao e/ou tratamento das doencgas cardiovasculares, do trato respira-
toério, dos diversos tipos de nosologias que causam dor, disturbios do SNC, dentre outras, des-
pertando assim o interesse pela busca, nesse grupo de substancias, por novas biomoléculas
com potencial farmacoterapéutico.

Os monoterpenos chamam a atencao pela sua diversidade estrutural aliada a atividades
farmacoldégicas importantes. Por serem moléculas pequenas, possuem um grande potencial
de aplicagdo terapéutico, visto que moléculas mais complexas sdo isentas de efeitos
farmacoldégicos em diversos modelos experimentais. Hd também uma facilidade de obtencao
e identificacdo estrutural dos monoterpenos, o que estimula a realizacdo de estudos quimicos
e farmacolégicos.

Além disso, esses trabalhos fornecem uma base cientifica para seu uso, ndo sé como
objeto de estudos pré-clinicos e clinicos, mas também para a prépria industria farmacéutica,
podendo ser utilizados como adjuvantes em medicamentos e como biomarcadores de maté-
ria-prima vegetal.

Muitos monoterpenos encontrados em plantas nativas do Brasil ainda ndo foram estu-
dados farmacologicamente ou mesmo quimicamente identificados, assim, esperamos que este
trabalho possa despertar o interesse dos pesquisadores por essa classe de produtos naturais,
para que possam ser empregados no futuro, como farmacos ou protétipos de farmacos, com
potencial aplicacdo no tratamento de diversas patologias que atualmente ndo possuem trata-
mento adequado.
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INTRODUCAO

Dados da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) de-
monstram que cerca de 80% da populacao mundial recorre
ao uso de plantas medicinais e/ou seus subprodutos para sa-
tisfazer suas necessidades basicas de saude, entretanto, ape-
nas 1% da flora de tradicdo medicinal é quimica e
farmacologicamente conhecida. O Brasil apresenta um papel
de destaque, uma vez que detém aproximadamente 20% da
biodiversidade mundial de espécies vegetais (CORREA
JUNIOR et al, 2000).

Mesmo com a globalizacao da industria quimica e a
utilizacdo de medicamentos sintéticos, os produtos deriva-
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dos de plantas medicinais ainda detém uma importante fatia do mercado mundial. Aproxima-
damente 48% dos medicamentos empregados na terapéutica advém, direta ou indiretamen-
te, de produtos naturais, especialmente de plantas medicinais (BALUNAS & KINGHORN, 2005).

Assim, é inquestionavel que as plantas medicinais ainda constituam ndo sé uma impor-
tante fonte para descoberta de novas substancias biologicamente ativas, como também uma
alternativa terapéutica para o tratamento de diversas doencas, dentre elas as doencas do siste-
ma cardiovascular (DSCs).

PLANTAS MEDICINAIS E AS DSCs

As DSCs sao a principal causa de morte nos paises desenvolvidos e em desenvolvimen-
to (AMERICAN HEART ASSOCIATION 2008; SOCIEDADE BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2007),
causando grandes impactos nao sé na saide humana, mas também no campo social e econ6-
mico (LEFKOWITS & WILLERSON, 2001). Muitos remédios a base de plantas medicinais tém sido
popularmente usados para o tratamento das DSCs, porém poucas delas tém seus efeitos e
mecanismos de acao estudados e comprovados.

Dentre as mais importantes DSCs, esta a hipertensao arterial sistémica (HAS) que cons-
titui uma das principais causas de morte entre adultos, respondendo por aproximadamente
40% dos obitos no Brasil (SOCIEDADE BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2007). O estado de hiper-
tensdo esta associado a alteracdes nao sé vasculares, a exemplo do aumento na resisténcia
periférica vascular, mas também cardiacas e renais (COLEMAM et a/, 1975). A HAS é caracteri-
zada por uma elevacao da pressdo sanguinea associada a varios fatores de risco, como obesida-
de, consumo elevado de alcool, inatividade fisica, idade, sexo e etnia, fatores socioeconémicos
e sal (SOCIEDADE BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2007). Das doencas associadas a HAS, a arteri-
osclerose esta entre as mais importantes (FONSECA et a/, 2002). De maneira geral, a arterios-
clerose é caracterizada pelo depésito de gordura e outros elementos na parede das artérias,
associado ao seu espessamento e endurecimento, dificultando ou obstruindo totalmente o
fluxo sanguineo local. E uma doenca que acomete diversas artérias, dentre elas as artérias
coronarianas. Entre os fatores que podem acelerar o aparecimento da arteriosclerose, a
dislipidemia aparece como o principal deles. Essa alteracao pode ser definida como a presenca
de altos niveis de gorduras circulantes no sangue, principalmente o colesterol (FONSECA et a/,
2002).

Atualmente existem diversos medicamentos amplamente utilizados no tratamento da
hipertensao, os quais incluem varios grupos de drogas, tais como: diuréticos, betabloqueadores,
inibidores da enzima conversora da angiotensina (ECA), bloqueadores dos canais para Ca%,
antagonistas dos receptores da angiotensina Il e inibidores da renina. No entanto, algumas das
substancias desses grupos de drogas apresentam significativos efeitos colaterais, principal-
mente sobre o sistema nervoso central (SOCIEDADE BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2007). Os



efeitos colaterais somados a dificuldade de acesso a medicamentos anti-hipertensivos, princi-
palmente em paises em desenvolvimento, tém justificado a crescente busca por novos agen-
tes anti-hipertensivos de origem natural. Isso é mais evidente no Brasil, que tem a maior
biodiversidade de espécies vegetais e onde ha um grande potencial para o desenvolvimento
de preparacgdes a base de plantas medicinais (CALIXTO, 2000).

Portanto, este capitulo traz informacdes atualizadas dos aspectos botanicos, quimicos,
farmacoldgicos e informacdes populares de 29 espécies de plantas medicinais da flora brasi-
leira indicadas e utilizadas para o tratamento das doencas cardiovasculares, principalmente da
HAS. Estas informacdes servirdo como fonte de consulta para pesquisadores, profissionais da
area de saude e populacdao em geral.

Allium sativumL. (Alho)

Essa espécie, pertencente a familia Alliaceae, é nativa da Europa, mas tem sido muito
cultivada no Brasil. Ela é uma erva bulbosa, pequena de cheiro forte e caracteristico. Seus bul-
bos sdo formados pelo agrupamento de 8 a 12 unidades (dentes). Suas folhas sao retas e longas
e apresentam flores brancas ou avermelhadas. E popularmente conhecida como alho, alho-
bravo, alho-comum ou alho-do-reino (LORENZI & MATOS, 2008). Embora utilizada na medicina
popular para outros fins terapéuticos, o cha de seu bulbo é muito utilizado no tratamento da
hipertensdo arterial e contra arteriosclerose (RIBEIRO et a/, 1986; OLIVEIRA & ARAUJO, 2007).
Diversos estudos farmacolégicos tém comprovado seus efeitos benéficos sobre o sistema
cardiovascular, principalmente na hipertenséo arterial (RIBEIRO et a/, 1986). Singi et a/. (2005)
demonstraram que o alho produz efeito hipotensor em ratos. Esses efeitos podem ser atribui-
dos a acao sinérgica de trés mecanismos distintos: inibicdo da Enzima Conversora da
Angiotensina (ECA), reducdo da producao de tromboxano B2 e ativacdao da producao de éxido
nitrico (CHEN et a/, 2009). Estudos fitoquimicos com essa espécie demonstraram a presenca de
6leos essenciais quase todos derivados organicos do enxofre, dentre eles o ajoeno, alicina e
aliina (AMAGASE, 2006).

Alpinia speciosa(Blume) D. Dietr. (Col6nia)

E uma espécie pertencente a familia Zingiberaceae e nativa da Asia. Por se adaptar as
condicoes climaticas brasileiras, ela tem sido também muito cultivada no Brasil. Pode ser en-
contrada também com as seguintes sinonimias: A/jpinia zerumbet (Pers.) B.L. Burtt & R.M. Sm.,
Alpinia fluviatilis Hayata, Zerumbet speciosum J.C. Wend|, Costus zerumbet Pers., Alpinia nutans
(L.) Roscoe. Ela é uma erva aromatica, rizomatosa com folhas longas e largas. Suas inflorescéncias
apresentam flores coloridas como réseo, marrom e branca. E popularmente conhecida como
colénia, espriteira, alpinia ou pacova (LORENZI & MATOS, 2008). O cha de suas folhas, flores e
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raizes é bastante utilizado na medicina popular para o tratamento da hipertensao arterial (OLI-
VEIRA & ARAUJO, 2007; LORENZI & MATOS, 2008). Alguns estudos farmacoldgicos tém demons-
trado que essa espécie apresenta efeitos sobre o sistema cardiovascular. Por exemplo, Lahlou
et al. (2003) e Pinto et al. (2009) demonstraram que o 6leo essencial dessa planta possui ativida-
de anti-hipertensiva possivelmente causada por acdo relaxante da musculatura lisa vascular.
Laranja et a/. (1992), em estudos com humanos, também demonstraram que o extrato aquoso
de Alpinia speciosa (Blume) D. Dietr. também apresentou atividade hipotensora. Estudos
fitoquimicos com essa espécie demonstraram a presenca de 6leos essenciais, compostos prin-
cipalmente de 1,8-cineol e terpineno-4-ol (LAHLOU er a/, (2003), flavonoides e kava-pironas
(DA COSTA et al, 1998).

Cecropia pachystachyaMart (Umbauba)

Pertencente a familia Cecropiaceae (Moraceae), essa espécie é nativa do Brasil. Pode
ser encontrada com outros nomes cientificos, tais como: Cecropia adenopus Mart. ex Miq.,
Ambaiba adenopus (Mart. ex Miq.) Kuntze, Cecropia cinerea Miq., Cecropia cyrtostachya Miq.
Ela é uma arvore de até 15m de altura com tronco embranquicado. Suas folhas sao multilobadas
com 8 a 9 lobos, com peciolo longo (LORENZI & MATOS, 2008). E popularmente conhecida
como umbauba-do-brejo, arvore-da-preguica, embauba, torém ou ambaiba. O cha de suas
folhas é utilizado na medicina popular para o tratamento da hipertensao arterial (LORENZI &
MATOS, 2008). Alguns estudos farmacolégicos tém demonstrado que essa espécie apresenta
efeitos sobre o sistema cardiovascular, dentre eles hipotensor e cardioténico (CONSOLINI &
MIGLIORI, 2005; CONSOLINI et a/, 2006). Estudos fitoquimicos com espécies do mesmo género
demonstraram a presenca de beta-sitosterol, alfa-amirina e isovitexina (LORENZI & MATOS,
2008).

Citrus aurantium L.var amara (Laranja-Azeda)

Essa espécie, pertencente a familia Rutaceae, é nativa do sudeste asiatico, mas tem sido
muito cultivada no Brasil. Pode ser encontrada também com a sinonimia Citrus vulgaris Risso.
Ela é uma arvore de porte médio e copa densa, arredondada e perene. Seu tronco e ramos
apresentam casca castanho-acinzentada e sdo um tanto tortuosos. As folhas sdo verdes, coriaceas,
brilhantes e muito aromaticas. As flores da laranjeira sdo brancas, pequenas e muito perfuma-
das. E popularmente conhecida como laranja-azeda, laranja-amarga ou laranja-da-terra (LORENZI
& MATOS, 2008). O cha de suas folhas e frutos é utilizado na medicina popular para o tratamento
da hipertensao arterial (LORENZI & MATOS, 2008). Seu uso é baseado no conhecimento popular,
uma vez que seus efeitos farmacoldgicos ainda nao foram cientificamente comprovados.



Citrus sinensis(L) Osbeck (Laranja-Pera)

Essa espécie é nativa do sudeste asiatico e tem sido muito cultivada no Brasil. Pode ser
encontrada também com as seguintes sinonimias: Aurantium sinensis Mill., Citrus aurantium L.
var. sinensis. Pertencente a familia Rutaceae, ela é uma arvore perene, de copa arredondada e
que cresce até 10m de altura. Suas flores sdo brancas e apresenta odor forte e caracteristico. E
popularmente conhecida como laranja-pera, laranja-doce ou laranja-de-umbigo (SALIBE et al,
2002). O cha de suas folhas e frutos é utilizado na medicina popular para o tratamento da
hipertenséo arterial e contra arteriosclerose (OLIVEIRA & ARAUJO, 2007). Seus efeitos sobre o
sistema cardiovascular ainda nao foram cientificamente comprovados e seu uso é baseado no
conhecimento popular. Entretanto, um estudo desenvolvido por Oliveira et a/. (2005) demons-
trou que o extrato acetonico dessa planta produziu efeito inotrépico negativo em atrio isolado
de cobaia, possivelmente por inibicdo da entrada de célcio. Seu 6leo essencial é constituido
principalmente de limoneno (90%), e alguns outros terpenos, dentre eles o mirceno, acetato
de linalil (SINGH, 2010).

Croton zehntneriPax & K. Hoffm. (Canela-de-Cunha)

Essa espécie, pertencente a familia Euphorbiaceae, é nativa do Brasil. Ela é um arbusto
de porte varidvel cujas folhas e talos sdo dotados de um aroma que lembra uma mistura de anis
e cravo-da-india. Suas flores sdo bem pequenas. E popularmente conhecida como canela-de-
cunh3, canela-do-mato ou canelinha (LORENZI & MATOS, 2008). O cha de suas folhas é utilizado
na medicina popular para o tratamento da hipertensao arterial. Estudos farmacoldgicos desen-
volvidos por De Siqueira et a/. (2006) tém demonstrado que o 6leo essencial dessa planta
apresenta efeito bifasico sobre a pressao arterial, caracterizado por hipotensao e bradicardia,
possivelmente causado pela ativacao colinérgica, sequido de hipertensao, provavelmente cau-
sado por uma vasoconstricao indireta induzida pela inibicao da sintese de 6xido nitrico. Segun-
do os autores, esses efeitos podem ser atribuidos a presenca dos principais constituintes do
6leo essencial, o estragol e anetol (CRAVEIRO et a/, 1978; DE SIQUEIRA et al,, 2006).

Curcuma longal.. (Acafrao)

Essa espécie, pertencente a familia Zingiberaceae, é nativa da india, mas tem sido mui-
to cultivada no Brasil. E uma planta herbacea, perene, aromatica, de folhas grandes e com
peciolos longos. Suas raizes sao formadas por rizomas com polpa alaranjada. Por apresentar
aroma agradavel e sabor picante, seus rizomas sao muito utilizados na culinaria para temperar
alimentos. E popularmente conhecida como acafrdo, acafrdo-da-india ou gengibre-amarelo
(LORENZI & MATOS, 2008). O cha de suas folhas é utilizado na medicina popular por sua acdo
antiagregante (LARKINS et a/, 2004). Recente estudo tem demonstrado acao hipotensora e
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vasorrelaxante dessa planta (ADARAMOYE et a/, 2009). A curcumina é seu principal constituin-
te quimico ativo (LORENZI & MATQOS, 2008).

Cuphea carthagenensis(Jacq.) J.F. Macbr. (Sete-Sangrias)

Essa espécie, pertencente a familia Lythraceae, é nativa da América do Sul e Brasil. Pode
ser encontrada com outros nomes cientificos, tais como: Cuphea balsamona Cham. & Schltdl.,
Lythrum carthagenense Jacq. e Cuphea elliptica Koehne. Ela é uma planta herbacea de caule
avermelhado com pilosidades e aspero. Cresce até 50cm de altura e suas folhas apresentam
cor lilas disposta em grupos de 2 a 4 nas axilas foliares. E popularmente conhecida como sete-
sangrias, pé-de-pinto, erva-de-sangue ou guaxuma-vermelha (LORENZI & MATOS, 2008). Em-
bora utilizada na medicina popular para outros fins terapéuticos, o cha de toda a planta é muito
utilizado também no tratamento da hipertensao arterial e para arteriosclerose (Lorenzi & Ma-
tos, 2008). Estudos realizados por Schuldt et a/. (2000) demonstraram que essa planta apresenta
atividade relaxante em aorta de rato. Fitoquimicamente, estudos tém mostrado que essa plan-
ta possui flavonoides, triterpenoides, esterdis e compostos polifendlicos (GONZALEZ et al.,
1994).

Cymbopogon citratus (DC.) Stapf (Capim-Santo)

Essa espécie, pertencente a familia Poaceae (Gramineae), é nativa da india, mas tem
sido muito cultivada no Brasil. Pode ser encontrada também com as seguintes sinonimias:
Andropogon cerifer Hack., Andropogon citratus DC., Andropogon citriodorum hort. ex Desf.,
Andropogon nardus ceriferus(Hack.) Hack., Andropogon roxburghiiNees ex Steud., Andropogon
schoenanthus L.. Ela cresce em moitas de até 1,5m de altura. As folhas sao alongadas, estreitas
nas pontas, com até 50cm de comprimento e aspera nas duas faces. Suas folhas exalam forte
aroma de limao, muito agradavel. Suas inflorescéncias sdo amareladas. E popularmente conhe-
cida como capim-santo, capim-cidreira ou capim-limdo (LORENZI & MATOS, 2008). O cha de
suas folhas é muito utilizado na medicina popular tanto para o tratamento de doencas do siste-
ma nervoso como também no tratamento da hipertensao arterial (PILLA et a/, 2006; OLIVEIRA
& ARAUJO, 2007). Varias acdes dessa planta sobre o sistema cardiovascular ja foram comprova-
das, dentre elas: anti-hipertensiva e diurética (CARBAJAL et a/, 1989), hipotensora (SINGI et al,
2005; MOREIRA et al., 2010) e cronotrépica negativa (GAZOLA et a/, 2004).

Digitalis purpureal. (Dedaleira)

Essa espécie, pertencente a familia Schrophulariaceae, é nativa da Europa e norte da
Africa, mas tem sido muito cultivada no Brasil. Ela ¢ uma planta herbacea pouco ramificada que



cresce entre 60 e 90cm de altura. Suas flores podem apresentar-se nas cores rosa, vermelha,
purpurea ou branca, com a forma de um dedal. E popularmente conhecida como dedaleira,
digital ou dedo-de-dama. O cha de suas folhas é utilizado na medicina popular para o tratamen-
to da insuficiéncia cardiaca (LORENZI & MATOS, 2008). Diversos estudos farmacolégicos tém
demonstrado que essa espécie apresenta significativos efeitos sobre o sistema cardiovascular,
principalmente efeitos inotrépicos positivos sobre o coracao (POOLE-WILSON, 1988; NAVARRO
et al, 2000). Estudos fitoquimicos com essa espécie demonstraram a presenca de digitoxina,
digoxina e outros glicosidios cardioativos (LORENZI & MATOS, 2008).

Echinodorus grandiflorus(Cham. & Schltdl.) Micheli (Chapéu-de-Couro)

Essa espécie nativa do Brasil pertence a familia Alismataceae. Pode ser encontrada
também com outros nomes cientificos, tais como Alisma grandifiorumCham. & Schlecht., Alisma
floribundum Seub., Echinodorus argentinensis Rataj, Echinodorus sellowianus Buchenau,
Echinodorus floribundus(Seub.) Seub., Echinodorus grandiflorusvar. aureus Fassett, Echinodorus
muricatus Griseb. Ela é uma planta aquatica, rizomatosa, herbacea, que cresce até 1,5m de
altura. Apresenta folhas simples, coridceas, com nervuras salientes e bordas maiores curvadas
em forma de chapéu. As flores sdo brancas, hermafroditas e dispostas em panicula verticilada
(LORENZI & MATOS, 2008). E popularmente conhecida como chapéu-de-couro. O cha de suas
folhas é utilizado na medicina popular para o tratamento da hipertensao arterial e arterioscle-
rose (LORENZI & MATOS, 2008). Estudos farmacolégicos tém demonstrado que esta espécie
apresenta atividades vasodilatadora, em aorta isolada de coelho (TIBIRICA et a/, 2007), e anti-
hipertensiva em ratos (LESSA et a/, 2008). A presenca de alcaloides, saponinas, taninos e
terpenos tem sido identificada nessa espécie (LESSA et a/, 2008; LORENZI & MATOS, 2008).

Erythrina velutinaWilld. (Mulungu)

Essa espécie, da familia Fabaceae, é nativa do Brasil, principalmente na regidao Nordes-
te. Dentre suas sinonimias podem ser citadas a £rythrina culeatissimaDesf. e Erythryna splendida
Diels. Ela é uma arvore de copa arredondada e muito florida. Cresce entre 6 e 12m de altura.
Suas flores sdo na cor vermelho-coral e seus frutos séo do tipo legume. E popularmente conhe-
cida como mulungu (LORENZI & MATOS, 2008). O cha de suas folhas e casca do caule é utilizado
na medicina popular para o tratamento da hipertensao arterial. Embora tenha sido bastante
estudada por suas acdes sobre o sistema nervoso central (SANTOS et a/, 2007), seus efeitos
sobre o sistema cardiovascular ainda nao foram cientificamente comprovados. Devido a isso,
seu uso é baseado no conhecimento popular. Estudos fitoquimicos tém revelado a presenca de
flavonoides, homohesperetina, 4'-O-metil-sigmoidina, erivelutinona, faseolidina e os alcaloides
erithravina e 11-hidroxi-erithravina nas folhas e cascas do caule (CUNHA et a/, 1996; RABELO et
al, 2001).
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Eugenia unifloral. (Pitanga)

Essa espécie nativa do Brasil, pertencente a familia Myrtaceae., pode ser encontrada
também com as seqguintes sinonimias: Eugenia brasiliana (L.) Aubl., Eugenia costata Cambess.,
Eugenia indica Nicheli., Eugenia lacustris Barb. Rodr. Ela é um arbusto que cresce de 4 a 10m de
altura. Apresenta tronco liso e de cor pardo-clara. As flores sao de cor branca. Frutos sao sucu-
lentos e globosos do tipo drupa. E popularmente conhecida como pitanga, pitanga-branca,
ibipitanga ou jinja (LORENZI & MATQS, 2008). O extrato alcodlico de suas folhas é indicado na
medicina popular, dentre outras atribuicdes, para a hipertensao arterial (LORENZI & MATOS,
2008). Estudos realizados demonstraram que o extrato bruto dessa planta apresenta efeito
vasorrelaxante em aorta de rato, possivelmente envolvendo a via do éxido nitrico (WAZLAWIK
et al, 1997), hipotensor (CONSOLINI et a/, 1999) e efeito depressor sobre o coracdo (CONSOLINI
et al, 2002). Entre os constituintes isolados dessa planta, podemos citar o flavonoide, tanino,
Oleos essenciais e saponina (LORENZI & MATOS, 2008).

Euterpe oleraceaMart. (Acai)

Pertencente a familia Arecaceae, essa é uma espécie de palmeira nativa do Brasil, espe-
cialmente da Amazodnia e Para. Seu fruto é denominado de acai e possui uma grande importan-
cia econdmica por ser fonte de alimento para a populacdo local e matéria-prima para a indus-
tria alimenticia. E popularmente conhecida como acai ou acaizeiro (EMBRAPA, 2007). Estudos
tém sugerido que o consumo do acai pode ser Util contra os fatores de risco cardiovascular
(ROCHA et al, 2007), principalmente arteriosclerose (EMBRAPA, 2007). Estudo realizado por
Rocha et a/. (2007) tem demonstrado que o extrato hidroalcodlico do acai induz efeito
vasorrelaxante possivelmente envolvendo o éxido nitrico. J4 estudos fitoquimicos tém de-
monstrado que o acai é rico em antocianinas e outros polifendis como epicatequina, catequina
homoorientina, orientina, isovitexina, deoxihexose, taxifolina (BOBBIO et a/, 2000; POZO-ISFRAN
et al, 2004; GALLORI et al, 2004).

Guazuma ulmifoliaLam. (Guacimo)

Essa espécie, pertencente a familia Sterculiaceae (Ulmaceae), é nativa do Brasil, mas
também encontrada na América do Norte. Ela é uma arvore de médio porte (8 a 16m de altura)
com folhagem caduca (que caem no inverno). O tronco é reto e tem casca acinzentada com
fissuras no sentido vertical. As folhas sao simples e pubescentes. A inflorescéncia apresenta
flores amarelas (LORENZI & MATOS, 2008). E popularmente conhecida como guacimo ou
mutamba (MAGOS et a/, 2008). O cha do seu caule é utilizado na medicina popular para o
tratamento da hipertensdo arterial (MAGOS et a/, 2008). Estudo farmacoldgico utilizando a
casca desta planta tem demonstrado que ela apresenta efeito hipotensor e vasorrelaxante
(MAGOS et al, 2008). Estudos fitoquimicos realizados com essa planta demonstraram a presen-
ca de epicatequina e catequina (HOR et a/, 1996; MAGOS et a/, 2008).



Jacaranda mimosifoliaD.Don (Jacaranda-Mimoso)

Essa espécie, pertencente a familia Bignoniaceae, é nativa do Brasil e encontrada prin-
cipalmente na regiao Sul do pais. Pode ser encontrada também com as seguintes sinonimias:
Jacaranda acutifolia Bonpl., Jacaranda ovalifolia R. Br., Jacaranda chelonia Griseb., Jacaranda
heterophylla Bureau & K. Schum., Jacaranda filicifolia D. Don. Ela é uma arvore de porte médio,
crescendo até 15m de altura. As folhas, que medem 40cm de comprimento, sdo compostas por
foliolos miudos e delicados e concentram-se nas pontas dos ramos, flores arroxeadas e perfu-
madas (MOREIRA, 2010). E popularmente conhecida como jacaranda-mimoso (MOREIRA, 2010).
O cha de suas folhas é utilizado na medicina popular para o tratamento da hipertensao arterial
(OSUNA & LOZOYA, 1989; MONROY-ORTIS & CASTILLO-ESPANA, 2000). De acordo com Nicasio &
Meckes (2000), o extrato hidroalcodlico das folhas dessa espécie apresenta propriedades
hipotensoras em ratos. Estudos fitoquimicos com essa espécie tém constatado a presenca de
jacaranona (FARNSWORTH er a/,1970), scutelareina-7-glucuronida, um fenilpropanoide com
propriedades hipotensoras (SANKARA et al, 1972), verbascosideos, glicosideos fenilacéticos,
jacaranose (GAMBARO et a/, 1988), acidos jacouramico, jacaradico, jacarandico e o acido 2a-
hidroxiursélico (OGURA et al, 1977).

Jatropha gossypiifolial. (Pinhao-Roxo)

Essa espécie, pertencente a familia Euphorbiaceae, é nativa das Antilhas, mas tem sido
muito cultivada no Brasil. Ela se apresenta ora como um arbusto ora como uma arvore de até
5m de altura com ramos e folhas arroxeadas e pilosas, e flores arroxeadas. E popularmente
conhecida como pinhao-roxo (LORENZI & MATOS, 2008). O cha de suas folhas é utilizado na
medicina popular para o tratamento da hipertensao arterial (ABREU et a/, 2003). Estudos
farmacologicos tém demonstrado que o extrato metandlico do caule e folhas dessa espécie
apresenta efeitos hipotensor e vasorrelaxante em ratos (ABREU et a/, 2003).

Lippia alba (Mill.) N.E. Br. ex Britton & P. Wilson (Erva-Cidreira Brasileira)

Essa espécie é nativa do Brasil e pertence a familia Verbenaceae. Ela é uma planta
rustica, de porte arbustivo e que cresce até, no maximo, 2m de altura. Suas folhas sdao simples,
inteiras, serrilhadas, oblongas agudas, opostas, ocorrendo geralmente em numero de duas
folhas por né (HENNEBELLE et a/, 2008). E popularmente conhecida como cidreira, melissa,
erva-cidreira ou erva-cidreira brasileira (ALBUQUERQUE et a/, 2007; HENNEBELLE et a/, 2008).
O cha de suas folhas é utilizado na medicina popular para o tratamento da hipertensao arterial
(ALBUQUERQUE et a/, 2007; OLIVEIRA & ARAUJO, 2007; HENNEBELLE et a/, 2008). Diversos
estudos farmacoldgicos tém demonstrado seus efeitos cardiovasculares, dentre eles efeitos
cronotrépicos negativos sobre o coracao (GAZOLA et al, 2004) e hipotensor (HENNEBELLE et a/,
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2008). Estudos fitoquimicos com essa espécie demonstraram a presenca de compostos vola-
teis (6leos essenciais), principalmente monoterpenos (citral, linalool, B-caryophyllene,
limonene, carvona e mirceno), e diversos compostos ndo-volateis (alcaloides, taninos e
flavonoides) (GAZOLA et a/, 2004; HENNEBELLE et a/, 2008).

Maytenus ilicifolia(Schrad.) Planch. (Espinheira-Santa)

Essa espécie, pertencente a familia Celasteraceae, é nativa do Brasil, ocorrendo desde
Minas Gerais até o Rio Grande do Sul. Dentre as sinonimias, podem ser encontradas Maytenus
officinalis Mabb., Maytenus ilicifolia var. boliviana Loes., Maytenus officinalis Mabb. Ela é um
subarbusto ou arvore, ramificada, com 5m de altura. Suas folhas sdo de forma eliptica, congestas,
coriaceas, glabras com nervuras proeminentes na face abaxial. Suas flores sdo pequenas e
amareladas (LORENZI & MATOS, 2008). E popularmente conhecida como espinheira-santa
(LORENZI & MATOS, 2008). O cha de suas folhas é utilizado na medicina popular principalmente
para tratar gastrite, mas alguns relatos indicam seu uso também para a hipertensao arterial
(MARIOT & BARBIERI, 2007). De acordo com Crestani et a/. (2009), extratos dessa planta possu-
em atividade hipotensora principalmente causada pelo estimulo da producao de éxido nitrico.
Varios estudos fitoquimicos com esta espécie demonstraram a presenca de uma grande varie-
dade de compostos, entre eles, cidos tanico, clorogénico, maitenoico, salasperdnico, salicilico,
d-amirina, taninos, ansamacrélidos, glucosideos, triterpenos quinoides e dimeros (CRESTANI ez
al, 2009).

Melissa officinalisL. (Erva-Cidreira)

Essa espécie, pertencente a familia Lamiaceae (Labiateae), é nativa da Europa e Asia,
mas tem sido muito cultivada no Brasil. Ela € uma planta subarbustiva, rizomatosa e vivaz, com
até 80 cm de altura. O caule dispde-se em tufo, ramificado a partir da base, de secdo triangular,
ereto. Suas folhas sao grandes, opostas, ovais, lanceoladas, pecioladas, verde-claras, carenado-
serreadas, nervuras salientes, reticulada dorsalmente. Suas flores sdo brancas. E popularmente
conhecida como erva-cidreira verdadeira ou apenas como erva-cidreira. O cha de suas folhas,
embora seja bastante utilizado na medicina popular principalmente pelos seus efeitos cal-
mantes, tem sido usado também para o tratamento da hipertensao arterial (PILLA et a/, 2006).
Algumas acdes dessa planta sobre o sistema cardiovascular ja foram comprovadas, dentre elas:
vasorrelaxante em aorta de rato (ERSOY et a/, 2008) e cronotrépica negativa em coracdo isolado
de rato (GAZOLA et al/, 2004).

Pfaffia paniculata(Mart.) Kuntze (Ginseng-Brasileiro)

Essa espécie, pertencente a familia Amaranthaceae, é nativa do Brasil, principalmente
das regides tropicais. Ela é um subarbusto de 2 a 3m de altura com raizes tuberosas, folhas



simples e mambranaceas de cor verde clara na face inferior. Suas flores sao esbranquicadas e
muito pequenas. Dentre suas sinonimias, podem ser citadas Hebanthe paniculata Mart.,
Gomphrena paniculata(Mart.) Moq. e Pfaffia eriantha Kuntze (LORENZI & MATOS, 2008). E popu-
larmente conhecida como ginseng-brasileiro, fafia, paratudo ou suma (OLIVEIRA, 1986; LORENZI
& MATOS, 2008). O cha de suas raizes é utilizado na medicina popular para o tratamento da
hipertensao arterial (LORENZI & MATOS, 2008). Seus efeitos sobre o sistema cardiovascular
ainda nao foram cientificamente comprovados e seu uso é baseado no conhecimento popular.
Fitoquimicamente foram identificados os constituintes: acido fafico, alantoina, sitosterol,
estigmasterol, fafosideos A, B, C, D, E, F (RATES & GOSMANN, 2002).

Psidium guajaval. (Goiaba)

Essa espécie, pertencente a familia Myrtaceae, é nativa da América Central, mas tem
sido muito cultivada no Brasil. Pode ser encontrada também com as seguintes sinonimias:
Psidium pumilumVahl, Guajava pyrifera (L.) Kuntze. Ela é uma arvore de pequeno porte, frutife-
ra e de copa aberta. Cresce até 7m de altura. Suas folhas sao coridceas e odoriferas e suas flores
sdo brancas. Seu fruto é do tipo baga, com polpa doce com sementes muito pequenas e duras.
E popularmente conhecida como goiaba ou goiabeira (LORENZI & MATOS, 2008). O cha de suas
folhas é bastante conhecido na medicina popular por suas acdes antidiarreicas, porém estudos
tém demonstrado que ela também tem sido usada para o tratamento da hipertensao arterial
(CHIWORORO & OJEWOLE, 2008). Estudos farmacoldgicos tém demonstrado que extratos dessa
espécie apresentam efeitos cardioprotetor (YAMASHIRO et a/, 2003), depressor do miocardio
atrial (CONDE-GARCIA et a/, 2003; GONDIM, 2008), hipotensor (OJEWOLE et a/, 2005),
vasorrelaxante em aorta isolada de rato (CHIWORORO & OJEWOLE, 2008) e hipolipemiante (RAI
et al, 2010). Estudos fitoquimicos com essa espécie demonstraram a presenca de alcaloides,
flavonoides, acido galico, 6leo essencial, 6leo fixo, saponinas, resinas, taninos e triterpenoides
(CHIWORORO & OJEWOLE, 2008; LORENZI & MATQS, 2008).

Saccharum officinarumL. (Cana-de-Acucar)

Essa espécie, pertencente a familia Poaceae, é nativa da Africa e Asia, mas tem sido
muito cultivada no Brasil. Ela é uma planta perene, seus colmos sao cilindricos, ereto, fibroso e
rico em acucar. As folhas saem da base dos nds, sdo alternas e apresentam coloracio verde. E
popularmente conhecida como cana, cana-caiana ou cana-doce. O chd de suas folhas é utiliza-
do na medicina popular, além de outros fins, para o tratamento da hipertensao arterial (OLIVEI-
RA & ARAUJO, 2007; MOREIRA et al, 2002). Seus efeitos sobre o sistema cardiovascular ainda
nao foram cientificamente comprovados e seu uso é baseado no conhecimento popular. Estu-
dos fitoquimicos com essa espécie demonstraram a presenca de diversos compostos fendlicos
principalmente flavonoides (DUARTE-ALMEIDA et a/, 2006).
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Sechium edule(Jac.q) Sw. (Chuchu)

Essa espécie, pertencente a familia Curcubitaceae, é nativa da América Central e Méxi-
co, mas tem sido muito cultivada no Brasil. Pode ser encontrada também com as seguintes
sinonimias: Sicyos edulis Jacq. e Sechium americanum Poir. Ela é uma trepadeira com tubércu-
los subterraneos grandes e ricos em carboidratos, com ramos providos de gravinhas. Suas flores
sao amarelas e os frutos suculentos e de casca rugosa. E popularmente conhecida como chuchu,
machucho ou pepinela (LORENZI & MATOS, 2008). O cha de suas folhas e casca do fruto é utiliza-
do na medicina popular para o tratamento da hipertensao arterial (PILLA et a/, 2006; OLIVEIRA
& ARAUJO, 2007; LORENZI & MATOS, 2008). Estudo farmacolégico tem demonstrado que essa
espécie apresenta efeitos anti-hipertensivos em ratos (GORDON et a/, 2000). Estudos
fitoquimicos com esta espécie tém demonstrado a presenca de flavonoides, principalmente
flavonol (ORDONEZ et a/, 2006).

Sida rhomboideaRoxb. ex Fleming (Vassoura)

Essa espécie, pertencente a familia Malvaceae, é nativa do Brasil. Pode ser encontrada
também com as seguintes sinonimias: Malva rhombifolia (L.) E.H.L. Krause, Sida adusta Marais,
Sida compressa Wall., Sida hondensis Kunth., Sida pringlei Gand., Sida retusa L., Sida ruderata
Macfad., Sida unicornis Marais. Ela é uma planta anual, ereta, ramosa e pubescente, com até 80
cm de altura; dotada de raizes profundas e resistentes; folhas curto-pecioladas, oval-rombicas
ou lanceoladas, alternas, pubescentes na face superior e tomentosas na inferior; flores solitari-
as, efémeras, axilares, réseas, dispostas em racemos; carpidio isolado com sementes trigono-
achatadas. E popularmente conhecida como vassoura ou relégio. O cha de suas folhas e raizes é
utilizado na medicina popular, além de outros fins, para o tratamento de diversas doencas do
sistema cardiovascular (VENKATESH et a/, 1999). Estudos farmacolégicos tém demonstrado
que essa espécie apresenta efeito cardioprotetor (THOUNAOJAM et a/, 2010).

Solanum lycopersicum L.(Tomate)

Popularmente conhecida como tomate, essa espécie, pertencente a familia Solonaceae,
é nativa da zona Andina da América do Sul. Devido a sua importancia comercial, tem sido muito
cultivada no Brasil. Pode ser encontrada também com a sinonimia So/anum pomiferum Cav. Ela
€ um arbusto anual, ereto, que cresce de 2 a 4m de altura. Apresenta ramos herbaceos e bem
ramificados. Suas flores sao amarelas e os frutos globosos de pele lisa e vermelha contendo
muitas sementes (LORENZI & MATOS, 2008). O cha de seus frutos é utilizado na medicina popu-
lar, além de outros fins, para o tratamento da hipertensao arterial (LORENZI & MATOS, 2008).
Embora ndo tenham sido encontrados estudos que evidenciam de maneira clara sua eficacia,



estudos realizados por Engelhard et a/. (2006) e Paran et a/. (2008) tém demonstrado beneficios
do consumo de suplementacao a base de extrato de tomate em pacientes hipertensos. Esses
efeitos tiveram uma correlacao positiva com o conteldo de carotenoides presentes no extrato
de tomate. Dentre seus constituintes, podem ser encontrados carotenoides do tipo licopeno,
B-caroteno e vitamina E (ENGELHARD et a/, 2006).

Solanum melongenal. (Berinjela)

Essa espécie, pertencente a familia Solonaceae, é nativa da india, porém, pelo seu valor
alimentar é cultivada em todo o mundo, inclusive no Brasil. Ela é uma planta arbustiva, perene,
com caule do tipo semilenhoso, ereto ou prostrado, podendo atingir 0,5 a 1,8m de altura. As
folhas sdo alternas, simples e as flores sdo solitarias ou distribuidas em inflorescéncia. Os frutos
sdo grandes, pendentes, do tipo baga, brilhantes, de formato e cor varidvel, sendo mais comum
no Brasil a forma oblongo de coloracdo roxa-escura. E popularmente conhecida como berinjela
(EMBRAPA, 2007). O cha de seu fruto é utilizado na medicina popular para o tratamento da
hipertensao arterial e para o controle do colesterol (PILLA et a/, 2006). Embora ndo tenham sido
encontrados trabalhos relatando sua acao anti-hipertensiva, estudos ja demonstraram suas
acoes hipolipemiantes em coelhos. Jorge et a/ (1998) demonstraram que o suco da berinjela
com casca foi capaz de reduzir significativamente o colesterol total, LDL e trigliceridios, porém
em humanos, os estudos ainda sao controversos (GONCALVES et a/, 2006). Entre seus constitu-
intes, encontram-se principalmente alcaloides a exemplo da solamargina, solanina e solasodina,
e a antociana nasunina e sua aglicona, a delfinidina (GONCALVES et a/, 2006).

Stevia rebaudiana(Bertoni) Bertoni (Capim-Doce)

Essa espécie, pertencente a familia Asteraceae, é nativa da América do Sul e cultivada
no Brasil. Pode ser encontrada também com a sinonimia Eupatorium rebaudianum Bertoni. Ela
é uma planta herbacea de 40-80cm de altura. Suas flores séo esbranquicadas. E popularmente
conhecida como azuca-caa, capim-doce, erva-adocicada, stévia ou planta-doce (LORENZI &
MATQOS, 2008). Ela é usada na medicina popular como adocante natural e na forma de chd das
folhas como hipotensora e cardiotonico (LORENZI & MATOS, 2008). Seus efeitos sobre o sistema
cardiovascular ainda nao foram cientificamente comprovados e seu uso é baseado no conheci-
mento popular. Dentres seus constituintes, encontramos terpenos, flavonoides e glicosideos
(steviol) (LORENZI & MATOS, 2008).

Vitis viniferal.. (Uva)

Popularmente conhecida como uva, essa espécie, pertencente a familia Vitaceae, é
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nativa da Europa. Devido a sua importancia comercial, principalmente na producdo de vinhos,
tem sido muito cultivada na regidao Sul do Brasil. Ela é um arbusto perene de tronco lenhoso
com ramos escandentes e trepadores através de gavinhas. Seu fruto é uma uva bastante utiliza-
da nafabricacdo de vinhos, doces, sucos ou consumidos /n natura. O cha, ou suco de seu fruto, é
utilizado na medicina popular como hipolipemiante e para o tratamento da hipertensao arte-
rial (LORENZI & MATOS, 2007, NASSIRI ASL & HOSSEINZADEH, 2009). Numa recente revisao
realizada por Nassiri Asl & Hosseinzadeh (2009) sdo demonstrados inumeros estudos, tanto em
animais como em humanos, que comprovam seu efeito cardioprotetor, hipolipemiante e
diurético. Dentre os seus constituintes, encontram-se flavonoides, polifendis, antocianinas e
derivados de estilbeno (Trans-resveratrol) (NASSIRI ASL & HOSSEINZADEH, 2009).

CONSIDERAGOES FINAIS

Embora esse capitulo tenha apresentado inumeros estudos farmacolégicos na tentati-
va de comprovar a eficacia terapéutica de seu uso nas doencas cardiovasculares, os resultados
devem ser interpretados com cautela. Muitos dos estudos demonstrados aqui foram realizados
em animais de experimentacao e utilizaram formas de extracdo que nao sao comuns ao uso
popular. Ademais, vale ressaltar que em um pais com dimensdes continentais e com a diversi-
dade cultural e de espécies vegetais como o Brasil, é possivel que existam diferencas botani-
cas, quimicas e de efeitos farmacolégicos de uma mesma espécie em diversas regides do pais.
Além do mais, os nomes populares aqui apresentados podem também nao corresponder a
mesma espécie descrita em uma localidade ou regiao especifica do pais.

Mas apesar disso, as descricdes apresentadas neste capitulo trouxeram importantes
informacgdes que despertam e agucam os interesses de pesquisadores na realizacdo de estudos
mais aprofundados com algumas das plantas apresentadas. Essas informacdes, além de servir
como suporte técnico para agéncias de fomento, auxiliardo os 6rgaos governamentais de sau-
de, no desenvolvimento de programas de salde na atencdo basica.
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INTRODUCAO

Desde a década de 1970, houve um grande mo-
vimento em relagdo a padronizacdo de metodologias
analiticas confidveis e reprodutiveis. Com base nisso,
foi criado um grupo de trabalho responsavel por essa
padronizacao, que posteriormente deu origem, nos EUA,
ao ICH (/nternational Conference on Harmonization). Em
seguida, varios paises adotaram o mesmo conjunto de
metodologias. No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilan-
cia Sanitaria (ANVISA), por volta do ano 2000, comecou a
elaborar as mesmas regras que resultaram no Guia para
a Validacao de Métodos Analiticos e Bioanaliticos em
2003. Esse guia da ANVISA serve de referéncia para a
padronizacao dos métodos analiticos para registro de
medicamentos. Para o registro de fitoterdpicos, também
€ necessdria a validacdo dos métodos analiticos. Nem
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sempre todos os procedimentos descritos ne legislacdo da ANVISA sao aplicaveis a fitoterapicos.
Neste capitulo sdao abordados os tépicos sobre a validacdo de métodos analiticos aplicados a
extratos vegetais e fitoterapicos.

VALIDACAO DE METODOS ANALITICOS

Nos dias atuais, a fitoterapia ganha destaque e varias indUstrias farmacéuticas comeca-
ram a produzir medicamentos fitoterapicos. Para o registro de tais medicamentos, a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria determina que os métodos analiticos sejam validados. Entre-
tanto, a validacdo de um método analitico aplicado a um fitoterapico requer alguns procedi-
mentos distintos dos preconizados para medicamentos convencionais. Para que se possa com-
preender como funciona a validagdo de um método analitico, é necessario entender alguns
conceitos.

Segundo informacdes do Instituto Nacional de Metrologia, Normalizacdo e Qualidade
Industrial (INMETRO), é fundamental que os laboratérios disponham de meios e critérios obje-
tivos para demonstrar, através da validacao, que os métodos de ensaio que executam condu-
zem a resultados confidveis e adequados a qualidade pretendida. Se um método analitico ja
existente for modificado para atender a requisitos especificos, ou um método totalmente novo
for desenvolvido para um fim especifico, o laboratério deve assegurar de que as caracteristicas
de desempenho do método atendam aos requisitos para as opera¢des analiticas pretendidas
(INMETRO, 2003).

O desenvolvimento de um método analitico, a adaptacdo ou a implementacdo de mé-
todo conhecido envolve um processo de avaliacao que estime sua eficiéncia na rotina do labo-
ratorio. Esse processo costuma ser denominado de validacao. A validacao é definida como: ato
ou efeito de validar, dar validade, tornar valido, tornar legitimo ou legal (visa diminuir ou contro-
lar os fatores que levam a imprecisao ou inexatiddao de um dado gerado) (LANCAS, 2004). Se-
gundo as normas ISO (/nternational Organization for Standardization), a validacao é a comprova-
¢ao, através do fornecimento de evidéncia objetiva, de que os requisitos para uma aplicacdo ou
uso especifico pretendido foram atendidos. (NBR ISO 9000).

A validacdo de métodos analiticos comecou a ganhar importancia na década de 1970,
pois na época havia uma enorme variabilidade de resultados obtidos em analises toxicolégicas
em estudos interlaboratoriais nos Estados Unidos da América. Entdo, o Food and Drug
Administration (FDA, 2008) e a £nvironmental Protection Agency (EPA, 2000) criaram o sistema
ISO/IEC-25 (International Organization for Standardization) o qual passou posteriormente a ser
conhecido como ISO 17025 (2001). A partir dessa data, muitos compéndios sobre validacao de
métodos foram elaborados em varias partes do mundo (SHAW, 1987; CHASIN et a/, 1994; CURIE
& SVEHLA,1994; BRESSOLE et a/, 1996; WIELING et a/, 1996; CAUSON, 1997; FRANCOTTE et a/,
1996; MC DONALD, 1999; FEINBERG & RAGUENES, 1999; WALSH, 1999, ANVISA, 2002).



A documentacédo da validacdo de métodos é obrigatéria na solicitacdo de registro de
produtos farmacéuticos. A validacdo do método é feita para garantir que a metodologia analiti-
ca seja exata, reprodutivel e flexivel sobre uma faixa especifica em que uma substancia serd
analisada. E uma avaliacdo que garante a conformidade com as exigéncias legais ou fim propos-
to (interesse de terceiros) do método analitico. E o processo que prové evidéncia documentada
de que se realiza aquilo para o qual esta indicado para fazer. Segundo a International Conference
on Harmonization (ICH), “O objetivo da validacdo de um método analitico é demonstrar que é
adequado para o seu propésito” (ICH, 1994; 1995; 1996). A Farmacopeia Americana (USP) define
a validacdao de um método analitico como sendo um processo que fornece uma evidéncia
documentada através de estudos de laboratério, de que se realiza aquilo para o qual é indicado
para fazer (USP, 1999).

O que deve ser validado: /nstrumentos. devem ser validados antes do uso em rotina,
apds a manutencao e em intervalos de tempo regulares. Métodos. devem ser validados antes
do uso em rotina e apds mudancas nos parametros do método. Sisternas analitico: (instrumen-
tos e metodologia): devem ser testados para se verificar a adequacao do sistema (system
suitability) antes e durante a rotina, praticamente todos os dias (MERCK, 2003; BRANDAO, 2010;
SABINO, 2010; SILVA & ALVES, 2010).

As caracteristicas de desempenho do método (ou parametros de validacdo) devem
estar claramente descritas no procedimento documentado e incluir (quando aplicavel):
Especificidade e Seletividade, Precisao, Linearidade, Faixa de trabalho e Faixa linear de traba-
Iho, Sensibilidade, Limite de deteccao, Limite de quantificacdo, Exatiddo e tendéncia (bias),
Robustez e Incerteza de medicao (ANVISA, 2003; INMETRO, 2003).

A necessidade de se mostrar a qualidade de medi¢bes quimicas, através de sua
comparabilidade, rastreabilidade e confiabilidade, estd sendo cada vez mais reconhecida e
exigida. Um processo de validacao bem definido e documentado oferece as agéncias regula-
doras evidéncias objetivas de que os métodos e os sistemas sdo adequados para o uso desejado
(MERCK, 2003).

PLANEJAMENTO DA VALIDACAO

Segundo o INMETRO (2003), no planejamento e execucao da validacao, sugere-se uma
sequéncia de trabalho como a que se segue: definir a aplicacao, o objetivo e o escopo do
método, definir os parametros de desempenho e os critérios de aceitacao, desenvolver um
procedimento operacional para validacao, definir os experimentos de validacao, verificar se as
caracteristicas de desempenho do equipamento estdao compativeis com o exigido pelo méto-
do em estudo, qualificar os materiais, por exemplo, padroes e reagentes, executar os experi-
mentos preliminares de validacao, ajustar os parametros do método e/ou critérios de aceita-
¢ao, se necessario, executar experimentos completos de validacao, preparar um procedimen-
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to operacional para execucdao do método, na rotina, definir critérios de revalidacdo (por exem-
plo, mudancas de pessoal, condi¢des ambientais, equipamentos, periodicidade, dentre ou-
tros) e definir o tipo e a frequéncia de verificacdes de controle da qualidade analitica para a
rotina. Os experimentos e os resultados devem ser documentados e registrados.

DEFINICOES

Para se executar os procedimentos de validacdo, os seguintes conceitos devem ser
levados em consideracdo: Método Normalizado é aquele desenvolvido por um organismo de
normalizacdo ou outras organizagdes, cujos métodos sdo aceitos pelo setor técnico em questao
(INMETRO, 2003). Por exemplo, um método farmacopeico nao necessita ser validado. Metodo
ndo Normalizado. é aquele desenvolvido pelo préprio laboratério ou outras partes (por exem-
plo: pelo laboratério produtor do medicamento) ou adaptados a partir de métodos normalizados
e validados (INMETRO, 2003). O método nao normalizado necessita ser validado.

PROCEDIMENTOS EXECUTADOS

a) Especificidade e Seletividade

A especificidade é a habilidade do método para distinguir com certeza os compostos
de interesse entre outros que podem estar presentes na amostra (como impurezas conhecidas,
excipientes e produtos de degradacéo). E a capacidade que o método possui de medir exata-
mente um composto especifico independente da matriz da amostra e de suas impurezas. E a
prova de que o valor esta livre de interferéncias de outros componentes da amostra (matriz,
solvente, dentre outros). Por exemplo, em métodos cromatograficos, podem-se adotar os se-
guintes procedimentos: sobreposicao de cromatogramas e inspecao visual, checagem de pu-
reza de pico com o detector de rede de diodos e checagem de pureza de pico com o detector
de espectrometria de massas (INMETRO, 2003, ANVISA, 2003). Para uma andlise qualitativa
(teste de identificacdo), é necessario demonstrar a capacidade de selecdo do método entre
compostos com estruturas relacionadas que podem estar presentes. Isso deve ser confirmado
pela obtencdo de resultados positivos em amostras contendo o analito, comparativamente
com resultados negativos obtidos com amostras que ndo contém o analito, mas contendo
estruturas semelhantes (MERCK, 2003).

A especificidade e a seletividade estdo relacionadas ao evento da deteccdo. A
especificidade refere-se a um método especifico para um Unico analito e a seletividade refere-
se a um método utilizado para varios analitos com capacidade de distincao entre eles (MERCK,
2003).

A seletividade de um método instrumental de separacao é a capacidade de avaliar, de



forma inequivoca, as substancias em exame na presenca de componentes que podem inter-
ferir com a sua determinagdo em uma amostra complexa. A seletividade avalia o grau de
interferéncia de espécies como outro ingrediente ativo, excipientes, impurezas e produtos
de degradacao, bem como outros compostos de propriedades similares que possam estar,
porventura, presentes. A seletividade garante que o pico de resposta seja exclusivamente do
composto de interesse. Se a seletividade ndo for assegurada, a linearidade, a exatidao e a
precisdo estardao seriamente comprometidas. Um método instrumental de separacao que
produz resposta para uma Unica substancia de interesse, normalmente um dado elemento,
pode ser chamado de especifico, e um método que produz resposta para varios compostos
quimicos, com uma caracteristica em comum, pode ser chamado de seletivo (USP, 1999;
RIBANI et al, 2004).

A seletividade pode ser obtida de varias maneiras. A primeira forma de avalia-la a
mesma é comparando-se a matriz isenta da substancia de interesse e a matriz adicionada
com essa substancia (padrao), sendo que, nesse caso, nenhum interferente deve eluir ou ser
detectado no tempo de retencao da substancia de interesse, que deve estar bem separada
dos demais compostos presentes na amostra (USP, 1999; RIBANI et a/, 2004). Uma segunda
maneira é através da avaliacdo com detectores apropriados (arranjo de diodos, espectrémetro
de massas), que comparam o espectro do pico obtido na separacao com o de um padrao e
utiliza-se isso como uma indicacao da presenca do composto puro. Essas duas maneiras sdo
as mais utilizadas. O método de adicdo padrdo também pode ser aplicado para os estudos de
seletividade, porém esse método é utilizado quando ndo é possivel obter a matriz isenta da
substancia de interesse, como no caso de extratos vegetais e fitoterapicos (USP, 1999; MERCK,
2003; RIBANI et a/, 2004). Com respeito a um extrato vegetal ou um fitoterapico, a seletividade
€ um parametro muito importante, pois se consegue mostrar que o marcador ou marcadores
pode(m) ser(em) detectado(s) inequivocamente. Como se trata de matrizes complexas e nao
é possivel obter o placebo (todos os ingredientes da formulacdo menos o principio ativo),
esse parametro se torna imprescindivel.

Para o caso de analises de extratos vegetais e fitoterapicos por espectrofotometria
UV-Vis (Tabela 1) e cromatografia liquida e gasosa, pode-se adotar os mesmos procedimen-
tos: andlise e quantificacdo do padrao, analise e quantificacdo do marcador na amostra e,
finalmente, a analise e quantificacdo do marcador na amostra acrescida do padrdo sendo que
ele devera ser acrescido de uma concentracao que esteja na faixa de linearidade (Figura 1).
Em caso de efetuar a validacao de métodos gravimétricos e titulométricos, deve-se conside-
rar a recomendacdo da literatura: ndo ha sentido em determinar seletividade/especificidade
em processos ja conhecidos. Lembrar que a titulacdo é aplicada para concentracdes eleva-
das como a determinacdo de pureza ou, ainda, quando sao conhecidos os sistemas e elimina-
dos, por conhecimento, possiveis interacdes com o titulante, ou seja, pode-se eliminar esse
quesito por conhecimento prévio (LEITE, 2004). No caso da utilizacdo da cromatografia em
camada delgada, esse parametro nao se aplica, por se tratar de metodologia qualitativa (DE
AZEREDO et al, 2004).
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TABELA 1 Concentracao média experimental (Amostra sozinha + Padrao)/ Concentra-
¢ao Tedrica (Amostra + Padrdao) em porcentagem m/V para a validacao de fendis totais em
extratos de plantas

Fenois A% A% Fenois
< A* {Amostra) (Padrao Fenois {(Amostra+ Amostra +
8 (Amostra) (%) fenol) {Padrao) (%) padrao) Padrao (%)
§ 0,488 2,32 0,550 2,39 0,968 4,59
< 0,474 2,25 0,567 247 0,958 4,55
= 0,480 2,28 0,565 2,45 0,961 4,56
= 0,471 2,24 0,563 2,45 0,971 461
— 0,480 2,28 0,566 2,46 0,968 4,59
0,486 2,31 0,570 2,48 0,970 460
276 Média 2,28 Média 2,45 Média 4,58
_ DP 0,03 DP 0,03 DP 0,02

* A é a absorbancia medida em 760nm, utilizando-se o reagente de Foil-Ciocalteau em meio tamponado.
Onde DP é o desvio padréo.
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FIGURA 1. Cromatogramas em HPLC indicando a seletividade de um método
analitico para um fitoterapico. A area circundada se refere somente a
injecdo do padrao.



b) Precisao

Essa caracteristica expressa o grau de dispersao, ou de similaridade que se obtém quan-
do uma amostra homogénea é analisada repetidamente, empregando um mesmo método.
Expressa a concordancia dos valores obtidos de multiplas medicdes da mesma amostra sob
condicoes predefinidas. Quanto mais préximos estiverem os valores entre si, maior serd a pre-
cisdo (MERCK, 2003). A precisao é definida segundo estes quesitos: Repetibilidade (condi¢des
iguais): expressa a precisao sob as mesmas condi¢cdes de operacdo em um curto intervalo de
tempo. Precisdo intermedidria (precisao intralaboratorial): expressa as variacbes no mesmo
laboratério em dias diferentes, com analistas diferentes, equipamentos diferentes, dentre ou-
tros. Reprodutibilidade (experimentacao interlaboratorial): expressa a precisao entre labora-
torios (estudos colaborativos, normalmente aplicados em padronizacao de metodologia).

Os diferentes niveis de precisdo sao executados da seguinte forma: Repetibilidade = 1
analista (no minimo 6 medidas), Precisdo intermediaria = 2 analistas (dia 1 e 2, no minimo 6
medidas cada um) e Reprodutibilidade = precisao interlaboratorial.

A precisdao deve ser investigada através de amostras homogéneas e auténticas. Caso
nao seja possivel, esse estudo deve ser feito através de amostras preparadas artificialmente ou
de uma solucao da amostra. A precisao de um método analitico deve ser avaliada quanto ao:
sistema: dispersao de, pelo menos, 6 injecées do padrao. A precisao do método é a dispersao
de varias preparacdes da amostra (homogénea). Essa avaliagdo corresponde a todo o procedi-
mento, desde o preparo da amostra até a medicao feita pelo instrumento. Consequentemente,
é fundamental a consideracdo da imprecisao gerada pelas diluicées. A USP (1999) recomenda,
em geral, que o desvio padrao relativo de um sistema nao seja superior a 2% (para 5 injecdes de
uma solucdo padrao), em que se pode obter valores inferiores a 1%. Em extratos vegetais e
fitoterapicos, é perfeitamente aplicavel esse parametro, ja que o doseamento dos marcadores é
realizado na amostra em teste. No caso em questdo, ndo se realizam os testes de precisdo e
precisdao intermediaria no placebo acrescido do marcador, pois este é inexistente. O desvio pa-
drdo para esse parametro nao pode ser maior que 5%. A tabela 2 mostra os resultados obtidos na
precisdo e precisdo intermediaria da validacdo de flavonoides totais em extratos vegetais por
espectrofotometria UV-Vis, para analises por cromatografia liquida, gasosa e titulometria (LEITE,
2004). Esses parametros sdo aplicaveis.
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Tabela 2 Precisdao e Precisao intermediaria na validacao de flavonoides totais em extra-
tos vegetais

Medida (Precisao) Concentracao® A 425nm
1 1,48 0,198
2 1,49 0,199
3 1,51 0,202
4 1.47 0,197
5 1,52 0,203
6 1,50 0,201
Média 1,50
DP 0,02
CV (%) 1,25
Condicoes” Concentracao* A 425nm
Analista 1 dia 1 1,48 0,198
1,49 0,199
1,51 0,202
Analista 2 dia 1 1,46 0,195
1,44 0,193
1,48 0,197
Analista 1 dia 2 1,47 0,197
1,53 0,204
1,51 0,200
Analista 2 dia 2 147 0,196
1,48 0,198
1.47 0,197
Média 1,48
DP 0,02
CV (%) 1,66

* A concentracdo de flavonoides totais foi calculada pela absorbancia lida em 425nm (A 425nm), através da
reacao com cloreto de aluminio e calculada pela equacao dareta (linearidade).

#Medidas realizadas em triplicata. Onde DP é o desvio padrao das medidas e CV, o coeficiente de variagao (%).



¢) Linearidade

E a habilidade de o método oferecer (dentro de um intervalo determinado) uma respos-
ta diretamente proporcional a quantidade da substancia de interesse da amostra. O coeficiente
de correlacdo (r) permite uma estimativa da qualidade da curva obtida, pois quanto mais pré-
ximo de 1,0, menor a dispersdo do conjunto de pontos experimentais e menor a incerteza dos
coeficientes de regressao estimados. Para verificar se a equacao de regressao é estatisticamen-
te significativa podem ser efetuados os testes de ajuste do modelo linear, validade da regres-
sao, sua eficiéncia e sua eficiéncia maxima (INMETRO, 2003; Anvisa, 2003; MERCK, 2003). A
Anvisa (2003) menciona que o critério minimo aceitavel do coeficiente de correlacao (r) deve
ser = 0,99, entretando aceita o valor de r para fitoterapicos de 0,98. A figura 2 mostra um
exemplo de curva de calibracao (linearidade) no procedimento de validacdo de flavonoides
totais em extratos vegetais.
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FIGURA 2 Curvade calibracao (linearidade) para validacdo de flavonoides em
extrato de planta por espectrofotometria UV-Vis. A seta vermelha indica
a concentracdo esperada na amostra teste.
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E importante realizar o teste para a existéncia de uma tangente significativa (MERCK,
2003). O teste é satisfatério se a diferenca entre o maior e menor valores no eixo y obrigatoria-
mente for maior que o maior valor de desvio padrdo em y, como mostra a figura 3. O grafico das
residuais é usado para uma checagem visual da qualidade dos dados para a avaliacao da linearidade.
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O célculo efetuado para as analises das residuais é obtido da seguinte forma: constréi-se
um grafico da concentracao (eixo x) versus a diferenca entre o valor real e o verdadeiro (calcu-
lado pela equacdo da reta (em médulo) (eixo y), como no exemplo dado na tabela 3 e figura 4.

TABELA 3 Cdlculos das residuais a partir da curva de calibracao

Coeficiente coeficiente Concentragao
linear angular {ng/mL) Residuais*
-12307 99700 1.0 5878,3

D> | O

RIS

) | €

<

o
o

*Calculada pela diferenca em médulo entre y, ey,. Onde y' sao os valores da reta real e y* os valores dareta
ideal (calculados pela equacdo da reta).
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FIGURA 4. Célculos e curvade calibracdo mostrando a estimativa do residuo no
sinal analitico. O gréfico interno mostra a curva de calibracdo paraa
dosagem de um principio ativo e os circulos vermelhos indicam a
heterocedastidade das medidas.

A andlise do gréfico dos residuos permitira detectar problemas no ajuste da curva como,
por exemplo, desvios da linearidade, presenca de amostras atipicas, heterocedastidade e de-
pendéncia entre os erros. Uma curva bem ajustada devera apresentar erros com distribuicdo
uniforme, média zero e variancia constante (homocedastidade), e auséncia de amostras atipicas
(Figura 5).

FARMACOGNOSIA

N
(o]



‘ FARMACOGNOSIA

N
[o0]
N

Coletanea Cientifica

o

(a) Nao linearidade (b) Amostra atipica

Residuos
Residuos
-

Amostras Amostras

(c) Variancia ndo constante (d) Correlagao entre os erros

_ L ]
7] .
L= L = v .
g . * O * g ..
go . ..—6—.. B T o .o,

.
(o d * 2" e 8 O

o P
L
Amostras Amostras

(e) Residuos Adequados

Residuos

Amostras

FIGURA 5. Grafico dos residuos mostrando (a) desvios da linearidade, (b) amos-
tras atipicas, (c) heterocedastidade, (d) erros correlacionados e
(e)residuos com homocedastidade e normalmente distribuidos. Figura
reproduzida de Ribeiro et a/. (2008).



A linearidade é uma das etapas mais importantes na validacao de um método analitico,
pois permite calcular as concentracdes dos marcadores nos extratos vegetais e fitoterapicos.
Para analises por espectrofotometria UV-Vis, cromatografia liquida e gasosa, é necessario ob-
ter-se o parametro de linearidade (ERGUN et a/, 2005; SCHMIDT, 2005; SHABIR et a/, 2006;
ZECEVIC et al, 2006). Para a titulometria, nao é pertinente. Talvez haja sentido em alguns casos,
em funcao da cinética da reacdo, mas normalmente nao se aplica, pois a leitura é direta ou pela
diferenca com a leitura do branco de reagente (LEITE, 2004). No estudo da linearidade para
extratos vegetais e fitoterdpicos, sao utilizadas somente as diluicdes do padrao para a curva de
calibracdo. Esta ndo é construida com o placebo acrescido do padrao pela inexisténcia deste.

d) Exatidao na faixa de concentracao

E o grau de proximidade ou o acordo que existe entre o valor aceito como certo e o valor
determinado no método. Em qualquer método quantitativo, existe uma faixa de concentracdes
do analito no qual o método pode ser aplicado. Os primeiros valores da faixa podem ser dos
valores dos limites de deteccdo e de quantificacdo e os ultimos dependem do sistema de
resposta do equipamento de medicao. A faixa linear é definida como a faixa de concentracdes
na qual a sensibilidade pode ser considerada constante e sdo normalmente expressas nas mes-
mas unidades do resultado obtido pelo método analitico. Para escolher a faixa de trabalho,
procede-se da seguinte maneira: quando se tem uma amostra especifica, a concentragao espe-
rada deve situar-se no meio da faixa de trabalho e, quando a concentracdo do analito é desco-
nhecida ,utiliza-se a faixa de trabalho estudada para amostras diversificadas. Os valores medi-
dos tém que estar dentro da faixa de trabalho, e os valores medidos préximos ao limite inferior
da faixa de trabalho tém que ser diferentes dos brancos dos métodos (MERCK, 2003; ANVISA,
2003; INMETRO, 2003). Recomenda-se, antes de iniciar a validacao do método aplicado a extra-
tos vegetais e fitoterapicos, fazer uma quantificacdo prévia da concentracdo do marcador na
amostra, seja por espectrofotometria UV-Vis, cromatografia liquida ou gasosa, para se ter uma
ideia da faixa. Apds essa analise preliminar, pode-se construir a curva de calibracdo com sete
pontos, sendo que o valor quantificado deve ser o ponto médio da curva, isto é, trés pontos
acima e trés pontos abaixo do valor estimado para a amostra. Na figura 2, a seta indica o ponto
intermediario, como sendo a concentracdo do marcador encontrada na analise preliminar da
amostra. Para se determinar a faixa de trabalho, normalmente se utilizam trés etapas (MERCK,
2003) as quais ndo sdo aplicaveis a extratos vegetais e fitoterapicos, pois ha a necessidade de se
utilizar o branco (placebo). Para analises por espectrofotometria UV-Vis, cromatografia liquida
e gasosa é aplicavel. Para a titulometria, conforme indicacdo de Leite (2004), é pertinente se
houver um valor de referéncia, como qualquer outra andlise.

e) Sensibilidade

A sensibilidade de um método analitico corresponde a quantidade minima de um analito
gue pode produzir um resultado significativo. Ela é calculada usando a variancia devido a re-
gressdo a partir do estudo da linearidade. Serve como confirmacao dos valores estimados do
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Limite de Deteccao e Quantificacdo. Uma mesma técnica, empregada em matrizes diferentes,
pode apresentar a mesma sensibilidade de calibracao, porém diferente sensibilidade analitica
devido a fatores préprios, como extracdo, concentracdo, dentre outros. Existem dois tipos dife-
rentes de sensibilidade que devem ser claramente identificados: sensibilidade de calibracao
que corresponde a inclinacdo da curva de calibracao e sensibilidade analitica, que corresponde
ao quociente entre a sensibilidade de calibracdo e o desvio padrdo de uma medida (MERCK,
2003).

A sensibilidade de um método é definida pelos limites de deteccdo (LD) e de
guantificacdo (LQ). O LD é a menor concentracao da espécie de interesse que pode ser detecta-
da pela técnica instrumental, enquanto o LQ é a mais baixa concentracdo que pode ser
quantificada dentro dos limites de precisao e exatidao do método durante as operagdes de
rotina do laboratério, em condi¢des usuais. Ha trés formas de estimar os limites de deteccdo e
de quantificacdo, e a escolha de uma delas deve levar em consideracdo a técnica analitica
utilizada e o grau de confiabilidade estatistica necessaria: método visual, método da relacao
sinal-ruido e método baseado em parametros da curva analitica (RIBEIRO et a/, 2008). Os 6rgaos
oficiais, como a USP e a ANVISA, preconizam que ndo é necessario executar esse parametro
quando se faz a andlise de um componente principal, isto € um analito de interesse (USP, 1999;
ANVISA, 2003). Entretanto, como geralmente os marcadores e/ou principios ativos de plantas
medicinais e fitoterapicos se encontram em concentra¢des muito baixas, é prudente realizar
essa etapa para garantir que o método é apto para detectar e quantificar tais marcadores.

Para a determinacdo do limite de deteccdo (LD) no método visual, realiza-se a analise de
amostras contendo baixas concentracdes conhecidas da espécie de interesse. Considera-se o
LD como sendo a menor concentracao que pode ser detectada e que seja distinta do sinal
analitico do ruido (ICH, 1994; 1995; 1996; RIBANI, et a/, 2004).

Quando se utiliza 0 método da relacao sinal-ruido para o célculo do LD, aplica-se o mesmo
em procedimentos analiticos que apresentam ruido da linha de base. Esse método é estimado a
partir da comparacao do sinal analitico obtido para uma amostra contendo baixas concentracdes
da espécie de interesse com o sinal de uma amostra do branco. Em geral, considera-se aceitavel
uma relacgao sinal-ruido de 3:1 ou 2:1 (ICH, 1994; 1995; 1996; BRITO, 2001; BRITO et al., 2003;
RIBANI, et af, 2004). O ICH (1996) recomenda que se utilize o seguinte calculo:

Limite de deteccado (concentracdo) = Fator x b (concentracdo/sinal) x Ruido (mV)
Recomendacdo do ICH: Fator = 3,3 para o limite de deteccao

Os dois métodos descritos anteriormente sdao muito utilizados pela facilidade e rapidez,
mas apresentam como desvantagem o fato de basearem-se em parametros qualitativos. O
método de estimativa do limite de deteccdo, baseando-se em parametros da curva analitica,
apresenta maior confiabilidade estatistica, pois leva em consideracdo o intervalo de confianca
da regressao. O LD, nesse caso, é definido como a concentracao minima de uma substancia que



pode ser medida e informada com 99% ou 95% de confianca (ICH, 1996; RIBONI et a/, 2004;
RIBEIRO et al, 2008). Devido atualmente a existéncia de varios softwares de validacao existen-
tes no mercado, sem duvida esse é o método de escolha para se determinar o LD.

Para a determinacéo do limite de quantificacdo (LQ) pelo método visual, analisam-se as
amostras com concentragdes conhecidas da espécie de interesse. Esse corresponde a menor
concentracao que pode ser quantificada dentro dos limites de exatidao e precisao do método
(USP, 1996; US-EPA, 1996; ANVISA, 2003; RIBEIRO et a/, 2008).

O método da relacao sinal-ruido é adequado para procedimentos analiticos que apre-
sentam ruido da linha de base. Nesse caso, o LQ é estimado a partir da comparacao do sinal
analitico obtido para uma amostra contendo baixas concentracdes da espécie de interesse
com o sinal de uma amostra do branco e estabelecendo a concentracdo minima em que a
espécie de interesse pode ser quantificada com confiabilidade. Em geral, considera-se aceita-
vel uma relacdo sinal-ruido de 10:1 (USP, 1996; ANVISA, 2003; RIBEIRO et a/, 2008). No caso de
extratos vegetais e fitoterapicos, o branco é inexistente, podendo ser considerado o solvente
onde a droga vegetal foi solubilizada. O ICH (1996) recomenda que se utilize o seguinte calculo:

Limite de quantificacdo (concentracdo) = Fator x b (concentracdo/sinal) x Ruido (mV)
Recomendacdo do ICH: Fator = 10 para o limite de quantificacao

A estimativa do LQ, através da curva de calibracao, é aplicada por exemplo, no caso de o
valor do ruido na posigao do pico ndo ser determinada corretamente. No método baseado em
parametros da curva analitica, o LQ também é calculado a partir do intervalo de confianca da curva
analitica, tal qual o LD (MERCK, 2003). Esse é o melhor método de escolha para a analise de
extratos vegetais e fitoterapicos, devido a complexidade da amostra e inexisténcia de um placebo.
Para andlises por espectrofotometria UV-Vis, cromatografia liquida e gasosa, é necessario esse
parametro. Fonseca et a/ (2004) comprovaram que o calculo do limite de quantificacdao, obtido
pela curva de calibracdo, demonstrou ser capaz de quantificar concentracées de 0,05 pg/mL,
correspondendo a uma quantidade de 2,5 ng de lapachol num volume injetado de 20 pL.

f) Exatidao

E o grau de proximidade ou acordo que existe entre o valor aceito como certo e o valor
determinado no método. Representa o grau de concordancia entre os resultados individuais
encontrados em um determinado ensaio e um valor de referéncia aceito como verdadeiro. E
importante observar que um valor exato ou verdadeiro é o valor obtido por uma medicao
perfeita e este valor é indeterminado por natureza (MERCK, 2003). A exatidao é obtida a partir
do célculo do rendimento:
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Rendimento = concentracdo medida / concentragdo tedrica x 100

A exatidao é sempre considerada dentro de certos limites em um dado nivel de confian-
ca (aparece sempre associada a valores de precisao). Esses limites podem ser estreitos em
niveis de concentracao elevados e mais amplos em niveis de tragos (MERCK, 2003).

O numero de ensaios varia segundo a legislacdo ou diretriz adotada e também com as
caracteristicas da pesquisa. O ICH (1996) estabelece que um minimo de nove determinagdes
envolvendo um minimo de trés diferentes niveis de concentracdo deve ser obedecido, por
exemplo, ensaios em triplicata para trés niveis de concentracao. Essa recomendacdo é tam-
bém adotada pela ANVISA (2003). Os processos mais utilizados para avaliar a exatiddo de um
método sdo: materiais de referéncia; comparacdo de métodos; ensaios de recuperacdo e adi-
¢do padrao (MERCK, 2003). A exatidao pode ser estimada de duas formas: aplicando-se a
metodologia proposta em uma substancia de pureza conhecida, como, por exemplo, padrdes
certificados; ou pela comparacdao com os resultados obtidos utilizando-se uma segunda
metodologia, que seja bem estabelecida e com exatidao e precisao conhecidas. A EPA (1996)
recomenda que a exatidao seja fornecida como a diferenca entre o valor predito e o valor
considerado verdadeiro, enquanto a ANVISA (2003) recomenda que esse parametro seja esti-
mado como a razao dessas duas concentracdes (RIBEIRO et a/, 2008). O ICH (1996) recomenda
gue a exatiddo deva ser estabelecida ao longo de toda a faixa de calibracado especificada para o
procedimento analitico somente apds a precisao e a linearidade terem sido estimadas. A ANVISA
(2003) estabelece que a exatidao deva ser verificada em trés niveis de concentracao: alta, inter-
mediaria e baixa e, no minimo, com determinacdes em triplicata (RIBEIRO et a/, 2008).

Os CRM (Certified reference Mateials. materiais de referéncia certificados) sdo materi-
ais de referéncia acompanhados de um certificado que possui o valor de concentracao de uma
dada substancia, ou outra grandeza para cada parametro e uma incerteza associada. Os materi-
ais de referéncia certificados sao fornecidos por organismos reconhecidos e confidveis, como
NIST (National Institute of Standards and Technology- USA), LGC (Laboratory of the Government
Chemist- UK), USP, FAPAS (Food Analysis Performance Assessment Scheme- UK), dentre outros.
Os valores obtidos pelo laboratério (a média e a estimativa do desvio padrao de uma série de
replicatas) da mesma amostra padrao devem ser comparados com os valores certificados do
material de referéncia, para verificar a exatiddo do método (RIBANI et a/, 2004).

O procedimento de comparacao de métodos consiste na comparacgao entre resultados
obtidos utilizando-se o método em desenvolvimento e os resultados conseguidos através de
um método de referéncia. Avalia-se o grau de proximidade entre os resultados obtidos pelos
dois métodos, isto &, o grau de exatiddo do método testado em relacdo ao de referéncia. As
analises sdo efetuadas em replicata, utilizando os dois métodos em separado (0 método em
desenvolvimento e o método de referéncia), sobre as mesmas amostras, em uma faixa de
concentragao em que se pretende validar o método (RIBANI et a/, 2004). Nesse caso, ndo ha a
necessidade de utilizacdo de placebo, o que é adequado para a andlise de extratos vegetais e



fitoterdpicos, embora muitas vezes para esses materiais nao existam métodos de referéncia.

Nos ensaios de recuperacao, a recuperacao (ou fator de recuperacao), R, é definida como
a proporc¢ao da quantidade da substancia de interesse, presente ou adicionada na porcao ana-
litica do material teste, que é extraida e passivel de ser quantificada. No caso, pode-se utilizar o
CRM ou um composto substituto (RIBANI et a/, 2004). Diz-se que o composto é um substituto
porque ele é transferido para a amostra e pode néo estar efetivamente no mesmo equilibrio
gue se encontra a substancia na forma nativa, entdo se determina a recuperacao do substituto,
fazendo uma “correcao de recuperacao” para a substancia de interesse (RIBANI et a/, 2004). Os
compostos substitutos, adicionados nas amostras, podem ser de vérios tipos: padrdo da subs-
tancia adicionado a matriz isenta da substancia ou a amostra (fortificacdo, incorporacao,
dopagem, enriquecimento, termos provenientes do inglés spiking); o US-FDA reconhece duas
categorias de padrdes de referéncia: compendiais e ndo compendiais. Os padrdes de referén-
cia compendiais sao obtidos de fontes como a USP e ndo necessitam de caracterizacdo poste-
rior. Os padrdes de referéncia nao compendiais sao substancias com elevado teor de pureza,
gue pode ser obtido através de um esforco razoavel e deve ser cuidadosamente caracterizado
para garantir sua identidade, poténcia e pureza. E recomendavel que fatores de correcio de
pureza sejam incluidos em qualquer calculo existente no método (RIBANI et a/, 2004). O pa-
drdo quimicamente diferente do marcador em teste, mas representativo de seu comporta-
mento, pode ser utilizado. Nesse caso, chama-se adicdo de padrdo interno. A figura 6 mostra a
andlise de acido trans-10-hidroxidecenoico (10-HDA) em geleia real, utilizando-se um padrao
interno.
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FIGURA 6. Cromatograma em HPLC onde se observa o pico do 4cido trans-10-
hidroxidecendico e do padrao interno a-naftol. (SANTOS & MARCUCCI,
2007)
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No método de adicao padrao, quantidades conhecidas da substancia sao adicionadas
em diferentes niveis numa matriz da amostra, antes do procedimento de preparo da amostra,
gue ja contenha quantidades (desconhecidas) da substancia. A concentracdo da substancia de
interesse na amostra original pode ser determinada em planilha de cdlculos ou softwares de
validacdao. A amostra sem adicao do padrao e cada uma das amostras com o padrao adicionado
devem ser analisadas e as quantidades medidas devem estar relacionadas com a quantidade
adicionada. A limitacao desse procedimento é a de que o analito adicionado nao esta necessa-
riamente na mesma forma que apresente na amostra. A presenca de analitos adicionados em
uma forma mais facilmente detectavel pode ocasionar avaliagdes excessivamente otimistas
da recuperacao (MERCK, 2003). Normalmente se realiza o estudo de recuperacao contaminan-
do-se o placebo com 80, 100 e 120% da concentracao de referéncia. Como em extratos vege-
tais e fitoterapicos ndo existe o placebo, recomenda-se “contaminar” o material com 25, 50 e
100% da concentracdo esperada da substancia na matriz. A amostra sem adicao do padrao e
cada uma das amostras com o padrao adicionado devem ser analisadas e as quantidades medi-
das devem estar relacionadas com a quantidade adicionada (RIBANI et a/, 2004) (Figura 7).
Embora ndo existam regras para a quantidade de padrdo que deva ser adicionada a amostra, a
recuperacao deverd apresentar um coeficiente de variacdo em torno de 10%.

Sauter et a/. (2005) encontraram uma recuperacdo média para o trans-resveratrol e o /s
resveratrol em sucos de uva de 87,94 e 99,47%. Lima et a/. (2006) avaliaram a exatiddo do método
gravimétrico a partir da analise de amostras do extrato de Jalapa (Operculina macrocarpa L) em
concentragdes conhecidas equivalentes a 50, 100 e 150% da concentracao tedrica analisada. Para
essas concentracdes, foram encontrados os respectivos percentuais de recuperacao: 51,67%,
103,5% e 153,33%, mostrando que, nesse quesito, 0 método foi validado. A tabela 4 mostra os
dados da exatidao para a quantificacdo de fendis totais em extratos de plantas. Para analises por
espectrofotometria UV-Vis, cromatografia liquida, gasosa, esse parametro é aplicavel.
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FIGURA 7 Esquema da fortificacdo da amostra (spike) com um padrao de concen-
tracdo conhecida



TABELA 4 Dados da validacao para o quesito Exatidao (recuperacao) de fendis por
espectrofotometria UV-Vis de fendis totais empregando-se o reagente de Folin-Ciocalteu (760
nm)

Padrao
Concentragao
Absorbancia (%)
0,049 0,23 Media Desvio
Padrao 0,2 ug/mL 0,050 0,24 0,24 0,01
0,053 0,25 Coef Variagao (%) 4,17
0,231 1,10 Média Desvio
Padrdo 1,1 ug/mL 0,226 1,07 1,10 0,04
0,241 1,14 Coef Variacao (%) 3,18
0,407 1,93 Media Desvio
Padrao 2,0 ug/mL 0,405 1,62 1,87 0,10
0,368 1,75 Coef Variacao (%) 5,42
Padrao + Amostra |
Concentragao
Absorbancia (%)
0,517 2,45 Média Desvio
Padrdo 0,2 ug/mL 0,514 2,44 2,45 0,01
0,517 2,45 Coef Variacao (%) 0,24
0,674 3,20 Media Desvio
Padrao 1,1 ug/mL 0,661 3,14 3T 0,03
0,666 3,16 Coef Variacao (%) 0,96
0822 3,90 Média Desvio
Padrao 2,0 ng/mL 0,839 3,98 3,94 0,04
0,828 3,93 Coef Variacao (%) 1,03
Amostra -Especificidade/Precisao
Concentracao
Absorbancia (%)
0,488 2,32 Média Desvio
0474 2,25 2,28 0,03
Amostra 0,480 2,28 Coef Variacao (%) 1,39
0,471 2,24
0,480 2,28
| 0,486 2,31
Exatidao
1e Concentracao( %) 2° Concentracac(%) 3e Concentracac(%)

97,09 93,60 94,94
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g) Tendéncia (ou Bias)

A tendéncia implica uma combinacao de componentes de erros aleatérios e sistemati-
cos, em que a determinacao da tendéncia total com relacdo aos valores de referéncia apropri-
ados é importante no estabelecimento da rastreabilidade aos padrbes reconhecidos. A ten-
déncia pode ser expressa como recuperacao analitica (valor observado/valor esperado). Os
processos normalmente utilizados para avaliar a exatiddo de um método sdo, dentre outros,
uso de materiais de referéncia, participacdo em comparacdes interlaboratoriais e realizacao
de ensaios de recuperacao, conforme mencionado anteriormente (INMETRO, 2003).

h) Estudos de robustez

A robustez do método é determinada pelo estabelecimento do efeito de altera¢des
minimas sobre a precisao e a exatidao de resultados analiticos obtidos. A robustez de um
método de ensaio mede a sensibilidade que este apresenta face a pequenas variacdes. Um
método diz-se robusto se revelar praticamente insensivel a pequenas variagdes que possam
ocorrer quando esse esta sendo executado. Para determinar a robustez de um método de en-
saio, pode-se recorrer ao teste de Youden. Trata-se de um teste que permite nao sé avaliar a
robustez do método, como também ordenar a influéncia de cada uma das variagées nos resul-
tados finais, indicando qual o tipo de influéncia de cada uma dessas variagdes. Convém salientar
que quanto maior for a robustez de um método, maior sera a confianca desse relacionamento a
sua precisao. Nesse método, sao realizados oito ensaios, separados para determinar os efeitos
da variacdo das sete diferentes etapas, no procedimento analitico. As oito medi¢des podem ser
realizadas numa ordem aleatéria (INMETRO, 2003). A ANVISA (2003) preconiza que as variacoes
aceitaveis para o teste de robustez, sdo: a) preparo de amostras: pode-se variar a estabilidade
das solucdes analiticas e o tempo de extracao, b) espectrofotometria: varia-se o pH da solucao,
a temperatura de andlise e diferentes fabricantes de solventes, ¢) cromatografia liquida: varia-
se o pH da fase mével, a composicdo da fase mével (para métodos analiticos isocraticos, que
nao sao muito comuns em analises de extratos vegetais e fitoterdpicos), diferentes lotes ou
fabricantes de colunas, temperatura da coluna durante a analise e fluxo da fase movel e d)
cromatografia gasosa: diferentes lotes ou fabricantes de colunas, temperatura na andlise e
velocidade do gds de arraste. Para os casos em que se utiliza, por exemplo, gradiente na andlise
de extratos vegetais e fitoterdpicos em HPLC, ndo se pode efetuar a variacdo na composicdo da
fase movel, pois essa ja é alterada durante a andlise cromatografica.

i) Ensaios interlaboratoriais

A reprodutibilidade de um método é determinada por ensaios interlaboratoriais por meio
dos quais a precisao e a exatiddo sao calculadas através de dados obtidos em varios laboratérios.

Os resultados de diferentes laboratérios (acima de 10) sao imputados como grupos
diferentes (MERCK, 2003).



j) Incerteza de medigao

E 0 ambito de concentracdes ou valores entre os quais 0 método tem resposta linear,
exatiddo e precisao aceitaveis. Aceitabilidade é um termo definido pelo estudo critico das
decisdes embasadas na avaliacdo dos resultados (MERCK, 2003; LEAL et a/, 2007).

CONSIDERACOES FINAIS

Os aspectos abordados nesse capitulo mostram a importancia da validacdao da
metodologia analitica aplicada em laboratério, uma vez que se assegura a confiabilidade dos
resultados obtidos, delegando qualidade aos produtos e/ou servicos prestados, além de reco-
nhecimento comercial. Para o registro de um fitoterapico, é de extrema importancia a valida-
¢ao de um método analitico. Por se tratar de matrizes complexas, constituidas de inumeras
substancias quimicas, a validagcdo do método analitico se torna distinta da referente a um me-
dicamento convencional por nao se dispor do placebo. A legislacao, no que diz respeito a
validacao de metodologias, tem varias nuances e diferentes interpretacdes. Felizmente essa
caracteristica pode ser encarada como intencional por permitir a adaptacao para cada tipo de
problema e/ou matriz, como é o caso dos fitoteradpicos. A legislacao brasileira tem sido mais
bem definida nos ultimos dois anos, através de resolucées e recomendacdes do INMETRO e
ANVISA, inspiradas em diretrizes da ICH, por exemplo, mas, ainda, ndo existe uma regra espe-
cifica para a validacdo de um método analitico para extratos vegetais e fitoterapicos. Nesse
sentido, os comentarios aqui apresentados contribuem para um melhor entendimento das
regras para a validacdo dessa classe especifica de medicamentos.
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CERRADO COMO FONTE DE
SUBSTANCIAS BIOATIVAS E

DE ESPECIES MEDICINAIS

PARA O DESENVOLVIMENTO DE
FITOTERAPICOS

Fernao Castro Braga
Rachel Oliveira Castilho

INTRODUCAO

A contribuicdao dos produtos naturais para o
surgimento e desenvolvimento da farmacoterapia é
inquestiondvel. O acido acetilsalicilico (Aspirina®) é conside-
rado o primeiro farmaco a ser sintetizado, em 1839, pela in-
dustria farmacéutica e teve como protétipo a salicina (1) iso-
lada de Salix alba L.
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Nas ultimas décadas, a fitoterapia despertou grande interesse social e econémico em
diversos paises. Com uso consolidado em paises orientais como China e india, a fitoterapia tem
angariado apoio da comunidade cientifica e de usudrios em paises europeus, caso da Alema-
nha e Inglaterra, e nos paises em desenvolvimento, cujas populacdes utilizam de forma acen-
tuada as plantas medicinais nativas para aliviar suas enfermidades.

Na década de 1990, cerca de 80% dos novos farmacos introduzidos na terapéutica eram
de origem natural ou analogos sintéticos obtidos a partir de protétipos naturais. A lista de
farmacos desenvolvidos nesse periodo é extensa e inclui antiparasitarios (avermectina),
antimalariais (artemisinina), hipocolesterolémicos (lovastatina e andlogos), imunossupressores
(ciclosporina) e antitumorais (Taxol®), os quais impactaram positivamente a medicina atual
(NEWMAN & CRAGG, 2007).

O desenvolvimento de novos farmacos a partir de moléculas naturais é uma atividade
de carater eminentemente multidisciplinar, envolvendo setores da academia, institutos de
pesquisa, pequenas empresas de base biotecnoldgica e, finalmente, grandes corporagdes far-
macéuticas transnacionais (BRAGA, 2009). Do ponto de vista tecnolégico, a busca de novos
farmacos oriundos de plantas é um processo interativo de descoberta de protétipos moleculares
(lead compounds ou templates), a partir do fracionamento biomonitorado de espécies vege-
tais, seguido de melhoramento dos protétipos pelo planejamento e sintese de analogos, visan-
do incrementar propriedades farmacoldgicas (LEE, 2004). Uma vez identificado um protétipo
molecular promissor, o processo de desenvolvimento tem continuidade fora da academia,
normalmente em parceria com empresas farmacéuticas, compreendendo estudos pré-clini-
cos (toxicoldgicos, de formulagédo e producdo) e ensaios clinicos (LEE, 2004). A taxa de sucesso
dessa empreitada é frustrante: cerca de 1, em cada 5.000 protétipos moleculares, atinge a fase
de estudos clinicos (BALUNAS & KINGHORN, 2005). Além disso, o custo para o desenvolvimento
de um novo farmaco também constitui uma limitacao para a industria farmacéutica de paises
em desenvolvimento, com estimativa atual na casa de US$ 1,2 milhées, sequndo dados da
PhRMA (www.phrma.org).

A despeito dessas dificuldades, os produtos naturais de plantas sdao considerados uma
fonte inesgotavel de moléculas bioativas para a inovacao farmacéutica, devido suas caracteris-
ticas unicas, incluindo diversidade estrutural e mecanismos de acao inéditos (LI & VEDERAS,
2009). A fim de otimizar os esforcos de prospeccao de biomoléculas e aumentar as taxas de
sucesso, novas abordagens foram introduzidas no trabalho fitoquimico nos ultimos anos, com-
preendendo inovacdes tecnoldgicas para a desreplicacao de extratos, isolamento, purificacao
e elucidacao estrutural de moléculas bioativas, bem como o uso de modelos biolégicos
miniaturizados e métodos /n silico de triagem (LI & VEDERAS, 2009). Espera-se que esses esfor-



cos de prospeccao se traduzam em novas entidades quimicas, que possam vir a originar farmacos
para o tratamento de doencas antigas e novas, para as quais ainda nao existe uma abordagem
farmacoterapéutica/farmacotécnica adequada.

Por ser o Brasil um dos maiores detentores da biodiversidade vegetal, estudos voltados
para a fitoterapia devem ser incentivados intensivamente. No pais, o uso popular de plantas
medicinais ocorre de forma acentuada, sem que sejam estabelecidos e/ou comprovados seus
reais beneficios ou toxicidade. Nao menos relevante é o impacto econdmico do setor: estima-
se que em torno de 8% do faturamento da industria farmacéutica brasileira é originado de
medicamentos derivados de plantas. Portanto, conhecer o potencial terapéutico da flora brasi-
leira é necessario, bem como promover sua utilizacdo racional e cientifica, evitando prejuizos
a saude do usudrio da fitoterapia.

Um dos aspectos positivos na pesquisa de fitoterapicos nos ultimos anos reside no
estabelecimento de normativas legais no pais. Em 1995, o Ministério da Saude editou norma
federal para disciplinar o registro e a comercializacao de produtos fitoterapicos no Brasil, por
meio da Portaria SVS n° 116, sucedida pela Resolucao RDC n° 17 (2000), a qual foi posteriormen-
te substituida pela Resolu¢do RDC n° 48 (2004) e, mais recentemente, pela Resolu¢do RDC ne
14 (2010) (BRASIL, 2010). Tais normas estabelecem regras para o registro de medicamentos
fitoterapicos, baseados em rigidos parametros de qualidade, seguranca e eficacia terapéutica.
Poucas mudancas podem ser observadas na RDC n°14 quando comparada a RDC n°48. A norma
atual oferece, como possibilidade para o controle de qualidade de drogas vegetais e derivados,
substituir o emprego de marcadores quimicos pelo controle da atividade biolégica. Outra
mudanca estabelecida é a exigéncia de analise de aflotoxinas. A norma também possibilita o
registro de produtos derivados de algas e fungos multicelulares, pois ndo existe norma especi-
fica na legislacao brasileira para o registro de produtos dessa natureza (CARVALHO et a/, 2010).

Espera-se, assim, que o mercado de produtos registrados corrija gradativamente suas
falhas e passe a ofertar fitoterapicos de melhor qualidade a populacao. Outro ponto a se desta-
car é a implantacao da Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares (PNPIC) no
Sistema Unico de Saude (SUS), que tem como objetivo ampliar as opcdes terapéuticas aos
usudrios do SUS, com garantia de acesso a plantas medicinais, fitoterdpicos e servicos relacio-
nados a fitoterapia, com seguranca, eficacia e qualidade (BRASIL, 2006°). Destaca-se, também, o
Decreto Presidencial n° 5.813, de 22 de junho de 2006, o qual estabelece a Politica Nacional de
Plantas Medicinais e Fitoterapicas, que visa garantir a populacdo brasileira o acesso seguro e o
uso racional de plantas medicinais e fitoterdpicos, promovendo o uso sustentavel da
biodiversidade, o desenvolvimento da cadeia produtiva e da industria nacional (BRASIL, 2006°).

Nos ultimos cinco anos, as vendas globais das industrias farmacéuticas cresceram cerca
de 40%. Os paises do BRIC (Brasil, Russia, india e China) deveréo ser os responsaveis pela expan-
sdo do setor nos préximos anos e, segundo a /MS Health, a expectativa é que até 2013 o merca-
do brasileiro cresca entre 8 e 11%. O Brasil devera ocupar a 82 posicao em faturamento no
mercado mundial de medicamentos nos préximos trés anos. A Figura 1 mostra o crescimento
nas vendas do mercado farmacéutico brasileiro de 1997 a 2009. Apesar da magnitude das cifras
movimentadas, a industria farmacéutica brasileira de capital nacional ainda é bastante
incipiente, sendo considerada uma industria de transformacao. Assim, a grande maioria dos
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insumos farmacéuticos e de alguns medicamentos acabados é importada dos principais paises
desenvolvidos e/ou de paises em desenvolvimento (China, india, Israel e Coreia) (CALIXTO &
SIQUEIRA JR., 2008).
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FIGURA 1.Volume do mercado farmacéutico brasileiro no periodo de 1997 a
2009, expresso em valor nominal de vendas, sem impostos. Fonte:
SINDUSFARMA

Apesar desse cenario, é grande o progresso em pesquisas na area de plantas medicinais
no Brasil, principalmente na academia. Além disso, observa-se, nos ultimos 10 anos, um inte-
resse crescente das industrias farmacéuticas nacionais em estabelecer parcerias com universi-
dades e centros de pesquisa, com o objetivo de desenvolver fitoterdpicos validados quanto a
eficacia, seguranca e qualidade, segundo as diretrizes da legislacdo vigente no pais. Dados de
uma pesquisa realizada no primeiro semestre de 2008 pela Federacao Brasileira da Industria
Farmacéutica (Febrafarma) mostram que, de 2006 para 2007, os investimentos em P, D & | das
empresas nacionais cresceram em 68%, superior ao crescimento das multinacionais, na casa
de 11%. Esses investimentos vém sendo feito, basicamente, em inovacdes incrementais, que
visam, por exemplo, mudar a forma de apresentacdo de um medicamento ou criar associacoes
entre eles que tragam maior conforto para o paciente. Apesar do crescimento, os investimen-
tos em P, D & | da industria farmacéutica nacional ainda sdo timidos, com menores cifras se



comparados as grandes empresas transnacionais. Assim, faz-se necessario concentrar esforcos
de todos os setores, que resultem em aplicagdes tecnoldgicas na area farmacéutica nacional
(FUNCAP, 2010).

BIODIVERSIDADE E O CERRADO BRASILEIRO

Biodiversidade pode ser definida como a variedade e a variabilidade existente entre os
organismos vivos do planeta. Essa variedade de vida inclui a diversidade genética dentro de
populacdes e espécies, a diversidade de espécies da flora, da fauna, de fungos macroscépicos
e de microrganismos, a de funcdes ecoldgicas desempenhadas pelos organismos nos
ecossistemas, bem como aquela de comunidades, Adbitats e ecossistemas formados pelos
organismos (WILSON, 1988). A vida humana depende diretamente da biodiversidade, pois ela
é fonte de alimentos, medicamentos, além de diversas outras facilidades para a vida nas socie-
dades contemporaneas (ROY, 2009). A biodiversidade ocorrente no Brasil, especialmente de
espécies vegetais, é reconhecida como importante fonte de riqueza e apresenta potencial
etnofarmacoldgico e quimico para a descoberta e o desenvolvimento de novos fitofarmacos e
fitoterdpicos (GOTTLIEB et a/, 1998).

Atualmente ha varios sistemas de classificacdo para as grandes areas de vegetacao exis-
tentes no pais, sendo seis biomas continentais geralmente reconhecidos: amazonia, cerrado,
caatinga, mata atlantica, pantanal e pampa (Figura 2). O bioma amazonia é o de maior extensao
territorial, com 49,29% da area total, enquanto o pantanal é o de menor, com 1,76%. O cerrado
possui 23,92% de extensao e ocupa a totalidade do Distrito Federal, mais da metade dos esta-
dos de Goias, Maranhdo, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais e Tocantins, além de por¢des de
outros seis estados. J& a mata atlantica ocupa 13,04%, a caatinga 9,92% e o pampa 2,07% de
extensao territorial (IBGE, 2004).

Segundo Myers et a/. (2000), a mata atlantica e o cerrado fazem parte dos 25 hotspots
mundiais prioritarios para conservacao de biodiversidade. Hotspots de biodiversidade sdo
areas que concentram grande numero de espécies, sendo também elevado o endemismo.
Para a classificacdo de um bioma como Aotspot, uma determinada area deve conter pelo
menos 0,5% ou 1.500 das 300.000 espécies de plantas estimadas no planeta. Em conjunto, os
biomas cerrado e mata atlantica contribuem para 4,2% do endemismo de espécies vegetais
do planeta (30.000 espécies de plantas). Outro critério adotado para eleicao dos hotspots
prioritarios para a conservacdo de biodiversidade é a perda de 70% ou mais da vegetacdo
primdria. Em escala global, esses Aotspots compreendem diferentes Adbitats, com o predo-
minio de florestas tropicais (15 Aotspots), portanto, estdo localizados nos trépicos e em gran-
de parte em paises em desenvolvimento, onde as ameacas sdao maiores e a conservagao dos
recursos é escassa.
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FIGURA 2.Biomas brasileiros
(Fonte: IBGE
http://www.ibge.gov.br/home/presidencia/noticias/noticia_visualiza.php?id_noticia=169&id_pagina=1)

O cerrado é a vegetacdo de savana brasileira, sendo o segundo maior bioma no pais em
extensao territorial, estendendo-se por uma area aproximada de 2.000.000 km?. O cerrado possui
diferentes fisionomias em sua extensdo, dependentes da concentracao de espécies, compreen-
dendo desde formas campestres bem abertas, como os campos limpos de cerrado, até formas
relativamente densas, florestais, como os cerraddes. Entre estes dois extremos fisiondmicos, en-
contra-se uma gama de formas intermediarias, com fisionomia de savana, as vezes de carrasco,
COMO 0S Campos sujos e os campos cerrados. A vegetacdo mais comum inclui gramineas, arbus-
tos e arvores esparsas. As arvores e os arbustos possuem, geralmente, de 2 a 8m de altura, tém
caules retorcidos e raizes longas, que permitem a absorcdo da agua abaixo de 2m de profundida-
de, mesmo durante a estacdo seca do inverno (RATTER et a/, 1997). Entre as savanas mundiais, o
cerrado é considerado muito rico floristicamente. Sua biodiversidade se destaca devido a grande
extensao, heterogeneidade vegetal e por conter trechos das trés maiores bacias hidrograficas da
América Latina: Tocantins, Sao Francisco e Rio da Prata.



Diversos estudos floristicos ja foram realizados no cerrado, visando estimar o nimero de
espécies. Rizzini (1963) estimou a ocorréncia de 600 espécies, compreendidas em 200 géne-
ros; ja Ratter et a/ (1997) relataram aproximadamente 1.000 espécies diferentes. Por outro
lado, Castro e colaboradores (1999) relataram uma estimativa mais promissora para a flora do
cerrado, com 2.000 a 5.000 espécies de habito arboreo, arbustivo e herbaceo, enquanto Men-
donca et al. (1998) contabilizaram 6.429 espécies vasculares, das quais 6.060 sao Angiospermas.
As familias mais importantes, em numero de espécies, sdo Fabaceae, Asteraceae,
Malpighiaceae, Myrtaceae, Melastomataceae e Rubiaceae (RATTER et a/, 1997).

Cabe destacar, ainda, que o cerrado oferece uma grande quantidade de frutos comesti-
veis, alguns de excelente qualidade, cujo aproveitamento por populacdes humanas se da des-
de os primérdios da ocupacdo. Além do potencial alimenticio, algumas espécies fornecem
madeiras e outras sdo ornamentais, além de serem utilizadas medicinalmente pelas popula-
¢oes nativas. Esses recursos constituem potenciais fontes para exploragdo econémica, cuja
pesquisa e desenvolvimento de tecnologias podem viabilizar seu aproveitamento em curto
prazo (CASTRO et a/ 1999).

O CERRADO COMO FONTE DE SUBSTANCIAS BIOATIVAS

A importancia dos produtos naturais para o desenvolvimento da farmacoterapia é in-
contestdvel. Essa afirmativa fica mais evidente ao se analisar o nimero de novas substancias
ativas (NMew Active Substances — NASs ou New Chemical Entities — NCEs) derivadas dessa fonte.
De 2000 a 2006 aproximadamente, 50% dos novos farmacos introduzidos no mercado ameri-
cano tiveram como origem produtos naturais, incluindo substancias semissintéticas e sintéti-
cas que tiveram como protétipo um produto natural (NEWMAN & CRAGG, 2007).

Avancos tecnoldégicos recentes tém revolucionado o processo de desenvolvimento de
novos farmacos nas grandes industrias farmacéuticas. Os processos de triagem baseados em
alvos moleculares foram reformulados e estdo completamente automatizados (High-
Throughput Screening - HTS). Essa nova metodologia gerou um grande nimero de bibliotecas
de substancias naturais (LAM, 2007). Na atualidade, as grandes transnacionais farmacéuticas
tém buscado trabalhar com bibliotecas constituidas por um nimero menor de substancias
(100 a 3.000), sendo frequentes colecoes de moléculas sintéticas e semissintéticas que guar-
dam aspectos estruturais de produtos naturais (Diversity Oriented Syntheses).

A grande diversidade estrutural de produtos naturais e atividades bioldgicas dessas
substancias pode ser explicada pela selecao evolutiva sobre os organismos produtores, resul-
tando em substancias capazes de interagir com uma ampla gama de proteinas e alvos biolégi-
cos para um propdsito especifico. Em geral, muitos produtos naturais possuem caracteristicas
desejaveis para um farmaco (drug-/ike): sao moléculas de baixa massa molecular (até 1.000 u),
frequentemente possuem uma combinacdo de heterodtomos e diversos centros quirais, o que
resulta em aumento da complexidade estérica, quando comparado com uma substancia sinté-
tica (KOEH & CARTER, 2005).
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Uma vantagem da triagem de produtos naturais para a producao de novos farmacos em
relagdo a triagem de moléculas obtidas por quimica combinatéria é a maior taxa de sucesso do
primeiro grupo. Para subsidiar essa afirmativa, pode-se citar, como exemplo, os policetideos
naturais, dos quais aproximadamente 7.000 substancias forneceram 20 farmacos, o que
corresponde a uma taxa de sucesso de 0,3%, bastante superior aquelas obtidas em triagens de
substancias sintéticas, em torno de 0,001% (WEISSMAN & LEADLAY, 2005).

No trabalho académico, a busca racional de substancias bioativas de plantas baseia-se
em diversas abordagens, sendo as principais a etnofarmacolégica e a quimiossistematica. Apos
a identificacdo de um extrato vegetal bioativo, este pode ser submetido a fracionamento
bioguiado por testes de atividade farmacoldgica e/ou biolégica /in vitro ou in vivo e assim
resultar no isolamento de substancias bioativas. Nesse caso, a substancia isolada pode vir a
constituir um fitofdrmaco ou servir de modelo molecular para a sintese de derivados mais
potentes e menos toxicos, utilizando ferramentas de quimica medicinal e combinatéria. Outra
opcao é a utilizacao do extrato ou fracao semipurificada para o desenvolvimento de um
fitoterapico, que diferentemente do fitofarmaco tem composicao complexa, e sua atividade
bioldgica é normalmente resultante do sinergismo entre seus constituintes (BRAGA, 2009).

O desenvolvimento e a disseminacao de técnicas cromatograficas hifenadas, como
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) com deteccdo de arranjo de diodos (CLAE-DAD),
com espectrometria de massas (CLAE-EM) e com ressonancia magnética nuclear (CLAE-RMN)
tém facilitado a analise da composicdo quimica de matrizes complexas como extratos vege-
tais, possibilitando, em alguns casos, a determinacao estrutural completa ou parcial do produ-
to natural de interesse, reduzindo o trabalho mecanico e lento de isolamento e purificacao das
substancias de interesse (WOLFENDER et a/, 2006).

Nesse contexto, apresentam-se a seguir algumas espécies vegetais ocorrentes no cerra-
do e alguns produtos naturais bioativos, com potencialidade para o desenvolvimento de novos
farmacos, seja na forma de misturas padronizadas (fitoterapicos) ou como moléculas isoladas
(fitofarmacos ou protétipos moleculares). Ndo se pretende apresentar uma revisido exaustiva de
substancias bioativas obtidas de plantas do cerrado, mas identificar algumas potencialidades,
baseadas em atividades biolégicas promissoras e nimero de estudos ja realizados.

QUASSINOIDES BIOATIVOS DE SIMAROUBACEAE

Em consulta as bases de dados do Portal Capes, foi possivel constatar o grande nimero
de publica¢des relacionadas aos quassinoides. Essas publicagcdes compreendem o isolamento
de substancias com estruturas inéditas, a obtencdo de quassinoides conhecidos em espécies
diversas, a avaliacao de diferentes atividades bioldgicas, a obtencao de derivados semissintéticos
e a sintese total de algumas substancias. O volume de informacao disponivel reforca a impor-
tancia dessa classe de produtos naturais e sua potencialidade para o desenvolvimento de no-
vos farmacos antitumorais e/ou antimalariais. Assim, apos a descricdo da potencialidade de
quassinoides na quimioterapia do cancer e da malaria, discutiremos o potencial de uma planta
do cerrado brasileiro como fonte de substancias dessa classe.



Os quassinoides sao encontrados quase que exclusivamente na familia Simaroubaceae.
Muitas espécies dessa familia (Quassia amara L., Picrasma excelsa (Sw.) Planch., Jamaica quassia,
entre outras) possuem sabor amargo caracteristico, resultante da presenca de substancias dessa
classe. Em 1937 foram isolados os primeiros quassinoides de Quassia amara L., a quassina e a
neoquassina (ALMEIDA et a/, 2007). Atualmente, mais de 150 quassinoides foram obtidos de espé-
cies da familia Simaroubaceae e tiveram sua estrutura quimica elucidada (KUMAR et a/, 2009).

A familia Simaroubaceae compreende aproximadamente 32 géneros e 200 espécies,
distribuidas em regides tropicais e subtropicais do planeta. No Brasil, esta representada pelos
géneros Quassia L. e Picrolemma Hook. f., ocorrentes na regidao Amazonica, Caste/a Turpin e
Picrasma Blume, distribuidos no sul do pais, além de Simaba Aubl. e Simarouba Aubl., de ampla
distribuicao (HALL et a/, 1983).

Os quassinoides bioativos isolados de espécies da familia Simaroubaceae apresentam
ampla variedade de atividades, incluindo antitumoral (inibidor da TPA induzido pela ativacao
do virus Epstein Barr), antiviral (HIV), antimalarial, antituberculose, anti-inflamatéria, inibidor
do apetite de insetos, inseticida e herbicida, dentre outras (OKANO et a/2000).

ATIVIDADE ANTITUMORAL

A atividade antitumoral dos quassinoides é expressiva e bem estudada. Na década de
1970, foi demonstrada a atividade antileucémica dessa classe e a bruceantina (2) entrou em
estudo clinico, nos Estados Unidos, para a quimioterapia de diversos tipos de cancer. O estudo
foi encerrado, pois nao se observaram resultados clinicos significativos (CUENDET & PEZZUTO,
2004). Outros quassinoides que também apresentam potente atividade antileucémica sao
bruceantinol (Cl, =1 mg/kg), glaucarubinona (Cl_=0,25 mg/kg) e simalikaloctona D (Cl, =1
mg/kg) (GUO et al, 2005). O mecanismo de acdo antitumoral dos quassinoides se da pela inibi-
¢do da sintese proteica, a partir da inibicdo da atividade da peptidil transferase ribossomal.
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A sintese proteica é um alvo molecular para a intervencdao quimioterapica, pois sua
desregulacdo é um dos maiores responsaveis pela iniciacdo do cancer e pela progressao de
metastases. Tendo em vista que a atividade antitumoral de quassinoides é atribuida a inibicdo
da sintese proteica, a relagcdo entre a estrutura quimica e a atividade biolégica de 63 quassinoides
foi avaliada frente a sintese proteica de eucariontes. Assim, das substancias avaliadas, 17 mos-
traram potente atividade in vitro, com Cl, abaixo de 2 uM, dentre elas bruceantina (2) e brusatol.
A atividade foi influenciada: (i) pela natureza da cadeia lateral em C15; (ii) pelas modificacdes
estruturais do anel A; (iii) pela presenca ou auséncia de aclcares e (iv) pela presenca ou ausén-
cia de uma ponte de epoximetano (FUKAMIYA et a/, 2005).

O amplo espectro de atividades biolégicas e a complexidade estrutural dos quassinoides
despertaram o interesse da comunidade cientifica, resultando na sintese total de varios deriva-
dos incluindo quassina, amarolideo, klaineanona, castelanolideo, chaparrinona, bruceantina,
picrasano B, shinjudilactona C e D, holocantona, glaucarubolona, simalikalactona D,
shinjudilactona, quassimarina e glucaruinona, dentre outros (KUMAR et a/. 2009). A semissintese
de uma série de substancias dessa classe levou ao aumento da atividade antitumoral. Por exem-
plo, quando a bruceantina (3) é fluoretada na cadeia lateral de C15, observa-se aumento signi-
ficativo da citotoxicidade frente a oito linhagens de células tumorais (célon, sistema nervoso
central, ovario e rim, dentre outras) (LEE, 1999).

ATIVIDADE ANTIMALARICA

Varios quassinoides apresentaram potentes atividade antimaldrica, especialmente
frente a cepas de Plasmodium falciparum resistentes a cloroquina. A Cl, da bruceantina (2)
e da glaucarubinona (6) ¢ da ordem de mM (Cl,; 0,0015 e 0,008 mM, respectivamente), sendo
mais ativos que a cloroquina (0,025 uM ou 0,008 ug mL") (GUO et a/, 2005; ALMEIDA et al,
2007). Acredita-se que o mecanismo de acao também se dé a partir da inibicdo da sintese
proteica, mas de uma forma diferente da atividade citotoxica, pois alguns quassinoides apre-
sentam maior seletividade contra 2 fa/ciparum do que contra células KB (linhagem de células
tumorais formadoras de queratina) (ANDRESON et a/, 1991). A sensibilidade de quassinoides
nao difere em cepas sensiveis e resistentes a cloroquina, por isso essas substancias oferecem
uma fonte promissora para o desenvolvimento de novos antimalariais (EKONG et a/, 1990).
Portanto, o desenvolvimento dessas substancias nao-nitrogenadas como antimalaricos abre
perspectivas para uma nova era na quimioterapia da malaria, para tratar cepas de £ falciparum
resistentes aos famarcos alcaloidicos existentes e ao aumento da incidéncia de malaria cere-
bral.



Simarouba versicolorA. St. — Hil (Simaroubaceae)

S. versicoloré encontrada em Minas Gerais, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Bahia, Ceara,
Goias e Piaui (CORREA, 1984). E conhecida popularmente por perdiz, pé-de-perdiz, pau-caixeta,
paraiba e caraiba. Tem habito arbdreo ou arbustivo e seu cortex possui um sabor amargo caracte-
ristico. Na medicina popular, as raizes de S. versicolorsao utilizadas para o tratamento de fraqueza
(MENDES & CARLINI, 2007), suas raizes e frutos sdo empregados como anti-helmintico, anti-
hemorragico, contra veneno de cobra, para tratar diarreia, disenteria, dispepsia, malaria e febre
(FERNANDES et al. 2004). Estudos fitoquimicos revelaram a presenca de quassinoides (3-8),
triterpenos (9-12), esteroides e flavonoides (ARRIAGA et al, 2002; GHOSH et al. 1977).

Diversas atividades bioldgicas foram descritas para S. versicolor. O extrato hexanico de
raizes da espécie apresentou citotoxicidade frente a linhagens de células tumorais de cérebro
(SF-295; Cl, =0,7 ug/mL), carcinoma de c6lon humano (HCT-8; Cl, =0,5 ug/mL), melanoma (MDA-
MB-435; Cl,=1,5 pug/mL) e leucemia (HL-60; Cl_=1,1 pg/mL). O fracionamento bioguiado do
extrato hexanico frente as linhagens tumorais supracitadas levou ao isolamento de
glaucarubinona (6) com valores de Cl de 0,24 ug/mL (SF-295), 0,15 ug/mL (HCT-8), 0,31 pug/mL
(MDA-MB-435) e 0,07 pg/mL (HL-60) (MESQUITA et a/, 2009). Em um trabalho que avaliou a
atividade inibitoria de 217 extratos vegetais frente a Plasmodium falciparum linhagem FcB1,
Leishmania (L.) chagasi, Trypanosoma cruzie fibroblastos derivados de camundongos da linha-
gem NIH-3T3 (avaliacao de citotoxicidade), o extrato em diclorometano das folhas de S. versicolor
apresentou valores de Cl, de 3,1, >100, 100 e 199,8 ug/mL, respectivamente, e indice de
seletividade de 64,4 (ALBERNAZ et a/, 2010).

OH

(3)R=Ac (5)Z=0;R=H
(4)R=H (6)Z=0;R=0H
(7) Z=o-OH, H R= OH

(8) Z=0a-OH H R=OAC
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O CERRADO COMO FONTE DE ESPECIES MEDICINAIS PARA APRODUCAO
DE FITOTERAPICOS

Apesar do crescimento mundial no uso de fitoterdpicos, seu emprego deve ser visto
com cautela. Considerando a complexidade de estudos necessdrios para sua validacao, poucos
produtos disponiveis no mercado nacional, na atualidade, estdo em conformidade com a legis-
lacao vigente. Atualmente ha o registro, no Brasil, de aproximadamente 512 medicamentos
fitoterapicos, sendo 80 fitoterapicos associados e 432 simples (obtidos de apenas uma espécie
vegetal). Do total, 25,92% das espécies sao oriundas da América do Sul, incluindo espécies
brasileiras. Dentre as espécies de origem brasileira ou sul-americana, as com maior numero de
registro sao: Mikania glomerata Spreng. (14 registros), Maytenus ilicifolia (Schrad.) Planch. (13
registros) e Paullinia cupana Kunth. (12 registros) (CARVALHO et al. 2008).

A extinta Central de Medicamentos (CEME), vinculada ao Ministério da Saude, passou a
coordenar, a partir de 1981, o “Programa de Pesquisas de Plantas Medicinais” (PPPM), com o
intuito de orientar o fomento da pesquisa em plantas medicinais no pais. No ambito desse
programa, foram selecionadas 74 plantas para estudo. Em 1991, um relatério do estudo foi
concluido, no qual das 28 espécies citadas, 22 ndo apresentaram resultados positivos quanto a
atividade terapéutica atribuida popularmente e 6 espécies foram citadas com confirmacao da
acdo: Ageratum conyzoides L. (mentrasto), Cecropia glaziovi Snethl. (embauba), Maytenus



flicifolia (Schrad.) Planch. (espinheira santa), Mikania glomerata Spreng. (Quaco), Passiflora edulis
Sims (maracuja) e Phyllanthus niruriL. @@uebra-pedra) (BRASIL, 2006¢).

O elevado percentual de plantas inativas nesse Programa pode estar relacionado a ausén-
cia de padronizacdo do material vegetal avaliado, bem como da dissociacdo entre os estudos
farmacoloégicos e quimicos. Apesar dessas ressalvas, a importancia do PPPM é inegavel, sendo a
primeira iniciativa publica a financiar projetos de pesquisa, em plantas medicinais, direcionados
para a avaliacdo da eficacia e seguranca terapéuticas de espécies vegetais brasileiras.

A iniciativa promoveu o desenvolvimento tecnoldgico e agregou competéncia cienti-
fica e tecnoldgica na area, mas falhou na nédo divulgacdo dos resultados. Também ndo cumpriu
a meta de producao de fitoterdpicos em laboratério oficial, com vistas a inclusdao na Relacao
Nacional de Medicamentos Essenciais (RENAME). Ainda no ambito desse projeto, houve uma
tentativa de se produzir um fitoterapico de espinheira-santa pelo laboratério oficial da Funda-
¢ado Ezequiel Dias (FUNED), mas, devido a falhas em diversos setores, o projeto ndo se concreti-
zou (BRASIL, 20069). Um longo caminho foi percorrido desde o Programa inicial da CEME e
muitas das plantas avaliadas tém uso consagrado e constam da lista simplificada de registro de
fitoterapicos da ANVISA. Algumas delas figuram, inclusive, entre as espécies com maior nume-
ro de registro na ANVISA, caso da Mikania glomerataSpreng. (Quaco) e Maytenus ilicifolia(Schrad.)
Planch. (espinheira santa).

Algumas plantas medicinais do cerrado possuem usos medicinais estabelecidos, base-
ados em estudos cientificos, sendo, portanto, consideradas validadas e fazem parte de varios
produtos fitoterdpicos comercializados no Brasil (Tabela 1). As indicacdes de uso apresentadas
na Tabela 1 foram compiladas de bulas de medicamentos fitoterapicos registrados na ANVISA.
Cabe ressaltar que muitas dessas espécies sao nativas, mas ndao sao endémicas no cerrado e
tém dominios fitogeograficos em diferentes biomas (FLORA BRASILIENSIS, 2010). A seguir es-
tdo descritas brevemente algumas dessas espécies.
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comercializadas no Brasil.

TABELA 1. Plantas do cerrado que entram na composicao de formulacoes fitoterapicas

Especie

Maome popular

s popular

“Indicacdes em fitoterdpicos

Baccharis trirmera (Less.)
O iAsteraceas)

Bauhinia forficata Link.
{Fabaceas)
Echinodorus
macrophyllus Michel
iAlismataceas)

(5prengel) Pedersen
Pfaffia paniculata
iMartius) kuntze
Amarantaceas)

Polygonum

hydropiperoides Michx.

Remijia ferruginea DC.
{Fubiaceas)

Solanum paniculatumL.

isolanaceas)

Trichilia catigu.

Aduss iMeliaceas)

Carqueja

Pata-de-vaca

Chapéu-de-coura

Maracuja

Ginseng brasileiro

Erva-de-bicho

Cuinada serraou

quina mineira

Iurubeba

Catuaba

Ulcera, diabetes, malaria,
andginas,anemias,
diarreias, garganta
inflamada, vermes
intestinais, afecgses
estomacals £ intestinais
(Cruz & Gemma, 2008
Diabetes iCruz &
Gemma, 2008)
Feumatisma, sifilis,
diurética e para diminuir
o dcido drico iCarrea,
1984

Acdo calmanteemcasos
deinséniae
irritabilidade (0ga et 2l
1984

Ténico, afrodisiaco,
diabetes, reumatismo,
adaptogenico,
anticancer e
hipoglicEmico
(Montanari et al, 1992
Prablemas circulatérios,
eczema, edema, ferida,
fragilidade capilar,
hemarragia,
hemarréidas, vermicida
Tesks &Trentini, 1995.)

Ténico e tratamento de
disfuncées gastricas
(Botion et al, 2005

Tonico, antitermico,
tratamento de
disfuncées gdstricas,
ictericia, hepatitee
distarbios intestinais
(Botion etal, 2005)
Afrodisiaco, impoténcia
sexual estimulantado
sistema nervoso central,
combatea fatiga, insénia
efalta de memaria
(Mendes & Carlini, 2007

Emassociacdes € utilizada pama
tratar problemas digestivos,
dispepsias, calicas egases
intestinais e como estimulante
da secrecao biliar

Diurético, hipoglicemiantse
para tratar diabetes.

Prablermas renais, intoxicacies,
inflamacdes, edemas,
reumatismo e acidao vrico.

Insénia, distirbios
neurovegetativos, ansiedade,
hipertensdo leve e
irritabilidade.

Estresse, fadiga fisica e mental

Utilizada emassociacdes para
o tratamento de varizes,
hemorrdidas ecome laxante

Litilizada emassociacdes para
auxiliar na digestao; protegeo |
figado contra excessos
alcodlicos

Ltilizada emassociacdes para
auxiliar nadigestao; protegeo
figado contra excessos
alcodlicos

Estimulant=

*Informacodes obtidas em bulas de produtos fitoterapicos registrados na ANVISA (http://www?7.anvisa.gov.br/

datavisa/consulta_produto/Medicamentos/frmConsultaMedicamentos.asp)



Schinus terebinthifolius Raddi (Anacardiaceae)

Essa espécie vegetal é conhecida popularmente como aroeira, aroeira-vermelha, aroeira-
periquita e aroeira da beira do rio. Suas cascas sdo utilizadas tradicionalmente para tratar tlce-
ra, diarreia, gota, problemas respiratérios e da pele, como cicatrizante, anti-inflamatério, con-
tra reumatismo e artrite (LIMA et a/, 2009). A composicao quimica das cascas da espécie com-
preende taninos, biflavonoides e acidos triterpénicos. Seus frutos e folhas sao ricos em 6leos
essenciais, constituidos por mono e sesquiterpenos (MATOS, 2004). Foram descritas, para a
espécie, as atividades anti-inflamatodria, cicatrizante, leishmanicida e antimicrobiana contra
fungos e bactérias. Estudos pré-clinicos realizados em ratos e camundongos nao indicaram
toxicidade significativa para a espécie (LORENZI & MATOS, 2002). A aroeira faz parte de um
fitoterapico composto, indicado para o tratamento de aftas, amigdalite, faringite, picadas de
insetos, espinhas, queimaduras de sol, rinites, irritacao na pele, limpeza de pele, além de pro-
blemas estomacais e intestinais.

Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville (Fabaceae)

E conhecido popularmente como barbatimao. Espécies desse género sdo amplamente
utilizadas pela medicina popular no Brasil para tratar leucorreia, diarreia, como antisséptico,
cicatrizante e anti-inflamatério. Os indios brasileiros utilizavam a espécie em seus rituais de
cura como planta cicatrizante e anti-inflamatéria, conhecimento este que foi passado aos ca-
boclos e despertou o interesse da comunidade cientifica na atualidade (RIZINI, 1997; AFONSO
& POTT, 2002).

S. adstringens é uma das espécies mais mencionadas pelos naturalistas do século XIX
por sua acao adstringente. Foi descrita na 12 edicao da Farmacopeia Brasileira, com teor aproxi-
mado de 30% de taninos (BRANDAO et a/, 2008). J4 na 22 e 42 edicdo da Farmacopeia Brasileira,
a monografia indica um contetudo de, pelo menos, 20% e 8% de taninos, respectivamente.
Estudos preliminares mostram significativas atividades farmacolégicas e/ou biolégicas para
espécies de Stryphnodendron Mart., incluindo cicatrizante, antiinflamatoria, antioxidante,
antiulcerogénica, moluscicida, antibacteriana, atividade antitirosinase e modulagao do meta-
bolismo energético em figado de ratos (LOPES et a/, 2003, BAURIN et a/, 2002; BEZERRA et al,
2002; REBECCA et al, 2003; SOUZA et al, 2007). Pesquisas sobre a composi¢cdo quimica de
espécies do género Stryphnodendron Mart. demonstraram a presenca de galactomananas,
saponinas, flavonoides e taninos (LOPES et a/, 2003; MELLO et a/, 1996 2°; MELLO et a/, 1999). O
extrato seco de cascas do barbatiméo entra na composicao de uma pomada fitoterapica,
indicada como agente cicatrizante em vdrios tipos de lesdes.

Achyrocline satureioides (Lam.) DC. (Asteraceae)

E conhecida popularmente como macela ou macela-do-campo. Tem uso etnomédico
como anti-inflamatério, antiespasmddico e analgésico, para tratar diarreia e disenteria, como
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sedativo e digestivo (LORENZI & MATOS, 2002). A composicao quimica da espécie ja foi estuda-
da e compreende flavonoides como quercetina, luteolina e 3-O-metilquercetina, dentre ou-
tros, que sao considerados os compostos responsaveis pela atividade anti-inflamatéria (FERRARO
et al, 1981). Também ja foi relatada a ocorréncia de monoterpenos, sesquiterpenos, taninos e
benzofuranos. As atividades antiproliferativa, anti-herpética, analgésica, sedativa,
imunomodulatéria e anti-inflamatéria ja foram descritas (PESSOA, 2000; GARCIA et a/, 1999;
SIMOES et al, 1988, SANTOS et al, 1999, FALCAO et a/, 2005). Seu extrato isolado ou em associ-
acoes fitoterapicas é utilizado para o tratamento de problemas hepdticos, ma digestéo, prisao
de ventre e célculos biliares.

A seguir estdo descritas algumas plantas medicinais do cerrado que néo estao validadas
do ponto de vista quimico e bioldgico, mas que tém amplo uso popular e possuem alguns
estudos cientificos realizados, os quais demonstraram sua potencialidade para o desenvolvi-
mento de fitoterapicos ou fitofarmacos.

Dimorphandra mollisBenth. (Fabaceae)

E conhecida popularmente como faveiro, barbatimao-de-folha-miuda, barbatimao-fal-
so, angelim, canafistula, enche-cangalha, angiquinho, cinzeiro e fava-do-campo. E uma espécie
nativa, mas nao endémica do Brasil, ocorrendo na amazonia, caatinga, cerrado e mata atlantica
(LIMA, 2010). D. mollis é uma espécie arbdrea, de ampla adaptacdo aos terrenos secos do
cerrado. As favas possuem teores variados de flavonoides, dependentes de seu estagio de de-
senvolvimento. Os principais constituintes sao rutina (6 a 8%), isoquercitrina e quercetina, e o
fruto é uma fonte industrial para obtencao de rutina. A rutina é um dos produtos de exportacdo
brasileira, sendo distribuida para 18 paises, gerando uma receita de 12 milhdes de délares
anuais (CUNHA et al, 2003).

Um estudo de toxicidade aguda e crOnica demonstrou que o extrato hidroalcodlico (8:2)
de favas de D. mollis é seguro na dose de 1.000 mg/kg (FERES, 2006). A rutina apresenta ativida-
de antioxidante, anti-hemorrdgica, antiviral, anti-inflamatéria e antitumoral (ROSEGHINI et a/,
2007; PATHAK et a/, 1991; LA CASA et a/,2000; GUARDIA et a/, 2001; SHEU et a/, 2004). Sua
principal indicacdo terapéutica é como vaso protetor por aumentar a resisténcia capilar e
diminuir a permeabilidade vascular através do bloqueio da acao do acido araquidénico, apre-
sentando potencial uso na prevencao de patologias vasculares (ALVAREZ et a/, 2004; RENTON
et al, 1994; LAEMMEL et a/, 1998; CESARONE et a/, 2002).

Eugenia unifloral. (Myrtaceae)

E conhecida popularmente como pitanga. E uma planta nativa, mas ndo endémica do
Brasil, sendo encontrada no cerrado e mata atlantica) (SOBRAL et a/, 2010). E usada na medicina
popular como anti-hipertensivo, diurético, adstringente, antipirético, para o tratamento de
bronquite, problemas digestivos e intestinais (CONSOLINI & SARUBBIO, 2002; CONSOLINI et al,



1999). Estudos fitoquimicos demonstraram a presenca de flavonoides (miricetina, quercetina e
quercitrina), terpenoides (constituintes de 6leo essencial e carotenoides), esteroides, taninos,
antraquinonas e fendis (OLIVEIRA et a/, 2006; LEE et a/, 1997). Diversas atividades bioldgicas
foram relatadas para extratos de folhas de £ wniflora e seus constituintes, tais como anti-infla-
matdria, aumento do tempo de sono induzido pelo pentobarbital, hipotensora, diurética,
vasodilatadora, antimicrobiana, antinociceptiva e hipotérmica, além de atividade inibitéria da
enzima xantina-oxidase atribuida aos flavonoides (SCHMEDA-HIRSCHMANN et a/, 1987;
SCHAPOVAL et a/, 1994; CONSOLINI et a/, 1999; HOLETZ et a/, 2002; AMORIM, 2009).

Pothomorphe umbellata (L.) Miq. (sin. Piper umbellatum L.) (Piperaceae)

E conhecida popularmente como pariparoba, aguaxima, caapeba, malvarisco, lencol
de santa barbara, capeva, capeba e pariparoba. E uma planta nativa, mas ndo endémica do
Brasil, distribuida na amazonia, caatinga, cerrado e mata atlantica. 2 umbellata é usada popu-
larmente como analgésico, diurético e antiespasmaddico, bem como para tratar inflamacoes,
maldria, asma e doengas gastrointestinais (PERAZZO et al 2005). A 12 edicdo da Farmacopeia
Brasileira inclui as raizes de £ umbellata como droga vegetal. Estudos fitoquimicos demonstra-
ram a presenca de terpenos no 6leo essencial da espécie [cariofileno (14.8%), germacreno
(27.4%), biciclogermacreno (11.5%) e cadineno (13.3%)], esteroides (glicosideo de 3-sitosterol),
alcaloides (N-benzoilmescalina) e flavonoides (wogonina e uvangoletina), dentre outros (LUZ
et al, 1999; ISOBE et a/, 2002, 2010). Diversas atividades bioldgicas foram descritas para extra-
tos e substancias isoladas de 2 umbellata, a saber, antibacteriana, anti-inflamatéria, analgésica,
antioxidante, citotéxica, anti-maldrica, leishmanicida e tripanossomicida (PERAZZO et al/, 2005;
BARROS et a/, 1996; AMORIM et a/, 1988; ROERSCH, 2010). Destaca-se, ainda, a inibicdo do
crescimento de Helicobacter pylori pela substancia M-benzoilmescalina isolada da espécie
(ISOBE et a/, 2002). Um gel do extrato de raizes de 2 umbellata, contendo 0,1% de 4-
nerolidilcatecol, preveniu o envelhecimento da pele de uma linhagem de camundongos sem
pelo contra danos causados pela exposicdo a radiacdo ultravioleta (UVB) (ROPKE et a/, 2005). O
extrato etanodlico das raizes foi padronizado, utilizando técnicas cromatogréficas, e ndo de-
monstrou toxicidade (BARROS et a/, 2005; MORAES et a/, 1984; REZENDE & BARROS, 2004;
ROPKE et al, 2003).

CONSIDERAGOES FINAIS

O Brasil é detentor de uma das floras mais ricas do planeta. O cerrado, um dos maiores
biomas do pais, é um dos 25 Aotspotsmundiais prioritarios para conservacao de biodiversidade,
contando com 4.400 plantas endémicas, ou seja, 1,5% do total existente no planeta. Nas ulti-
mas décadas, tem-se observado intensa pressao antrépica sobre o cerrado, principalmente
devido a expansao das atividades de agricultura e pecuaria. Algumas acées do poder publico
visam contrapor a essa realidade, com a criacao de areas de protecao ambiental e parques, caso
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dos Parques Nacionais da Serra da Canastra, da Chapada dos Veadeiros e das Emas. Essas inicia-
tivas sao timidas ao se considerar a diversidade e potencialidades do cerrado. A grande questao
atual - como utilizar de forma sustentavel essa biodiversidade em prol do bem-estar
socioecondmico e da sauide do povo — permanece sem resposta.

O conhecimento sobre a real potencialidade das espécies do cerrado para a descoberta
de farmacos é incipiente e se deve, dentre outros fatores, a auséncia de politicas de incentivo e
priorizacdo de pesquisas direcionadas ao desenvolvimento de fitofdrmacos e fitoterapicos,
contribuindo para manter a dependéncia do pais de tecnologia externa na area. Outros aspec-
tos a se considerar sdo as empresas nacionais com caréncia de capital e pessoal qualificado,
bem como, até recentemente, a falta de uma lei de patentes definida e de politicas cientifica,
tecnoldgica e industrial que incentivem essas atividades, com a formacao e fixacdo de pesqui-
sadores em laboratoérios académicos, de institutos de pesquisa e em empresas farmacéuticas
de base tecnoldgica. Lentamente observam-se sinais de mudanca nesse cenario, mas, para que
ocorra a real transformacao do discurso em agdes e produtos, é imprescindivel reunir esforcos
de atores do governo, setor produtivo e academia, resultando, dessa forma, em um grande salto
de inovacdo. O desafio atual é viabilizar essas a¢des, antes que a perda de biodiversidade do
cerrado seja irreversivel.
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INTRODUCAO

O cancer é a denominacgao de um conjunto de mais de
cem doencas caracterizadas pelo crescimento desordenado
(maligno) de células que invadem tecidos e 6rgaos, podendo
migrar (metdstase) para outras regides do corpo. Essas células
dividem-se rapidamente, tendendo a ser muito agressivas e
de crescimento incontrolavel, o que determina a instalacao
de neoplasias malignas. De acordo com a Organiza¢ao Mundi-
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al de Saude (WHO) em 2008, cerca de 7,9 milhdes de pessoas morreram em decorréncia do
cancer e aproximadamente 72% dessas mortes por cancer ocorreram em paises de baixa e
média renda. Estimativas preveem que esse nimero deverd aumentar para 12 milhdes até
2030 (WHO, 2009). No Brasil, segundo Instituto Nacional de Cancer (INCA), as estimativas, para
0 ano de 2010, apontam para uma ocorréncia de aproximadamente 489 mil novos casos de
cancer (MINISTERIO DA SAUDE/INCA, 2009).

O tratamento dos canceres é considerado como um dos problemas mais desafiadores
da medicina moderna (CHABNER & ROBERTS, 2005), caracterizada do ponto de vista molecular
por desvios nos mecanismos de controle da proliferacdo e diferenciacao das células, como
também nos processos de morte celular (MOFFAT et a/, 2000; BENITES et a/, 2009). Sendo
assim, o cancer é considerado basicamente uma doenca celular onde o crescimento desregulado
das células cancerosas é resultado da aquisicdo sequencial de mutagdes somaticas em genes
que controlam o crescimento e a diferenciacao celular. A evolucao dessa doenca ocorre através
do acumulo adicional de danos em genes que codificam a maquinaria celular resultando em
clones cada vez mais aberrantes até o aparecimento final de um fenétipo maligno.

A utilizagdo de agentes antineopldsicos estd entre as medidas terapéuticas mais adotadas
para o controle e tratamento do cancer, entretanto seus resultados sao limitados e apresentam
muitos efeitos colaterais (CARMELIET & JAIN, 2000; SANTOS JUNIOR et a/, 2010). Dessa forma, o
desenvolvimento de novos farmacos para o controle e tratamento dessa doenca é desejavel.
Nesse sentido, as plantas medicinais sdo consideradas bastante promissoras, uma vez que tém
sido importantes fontes de substancias que podem ser utilizadas como protétipos na pesquisa
de novos farmacos com atividade antitumoral (HARVEY, 2008; SANTOS JUNIOR et a/, 2010).

De acordo com Calixto (2003), aproximadamente 70% dos farmacos antitumorais exis-
tentes no mercado atualmente, sdo derivados de plantas. Assim, varios sdo os exemplos de pro-
dutos obtidos a partir de plantas que levaram ao desenvolvimento de alguns quimioterapicos
muito eficazes como a vimblastina e a vincristina (Catharanthus roseus(L.) G. Don), a podofilotoxina,
os analogos etoposideo e teniposideo (Podophyllum peltatum L.), camptotecina (Camptotheca
acuminata Decne.) e o taxol (7axus brevifolia Nutt.), dentre outros (DE MESQUITA et a/, 2009).

Entretanto, apesar de varias substancias naturais com importancia terapéutica terem
sido isoladas das plantas da flora brasileira, as investigacdes cientificas relacionadas aos estu-
dos fitoquimicos, bioquimicos e farmacolégicos destas plantas com atividade antitumoral ain-
da estdao aquém do potencial de nossa flora (BLOCK et a/, 1998). Poucos também sdo os estudos
etnofarmacoldégicos e relatos cientificos a respeito de plantas medicinais nativas do Brasil de
uso popular no tratamento de tumores, sendo que alguns dados a esse respeito sao apresenta-
dos na tabela 1.

Por outro lado, além dessas plantas nativas, existe uma variedade de espécies exodticas
que foi introduzida na cultura brasileira e é utilizada como agente antitumoral (SANTOS JUNIOR
et al, 2010). Na tabela 2, sdo apresentadas algumas das plantas medicinais exdticas cujo uso
popular como antitumoral no Brasil é referenciado na literatura cientifica.

A seguir sao apresentados alguns resultados obtidos com estudo /in vitro e in vivo de
quatro plantas medicinais nativas popularmente utilizadas no Brasil para o tratamento de tu-
mores cuja possivel atividade antitumoral esta sendo avaliada por nosso grupo de pesquisa.



TABELA 1. Plantas medicinais nativas do Brasil utilizadas popularmente como agente antitumoral

Annona muricata L.

Brassica campestris L.

Bidens pilosa L.

Casearia sylvestris Sw.

Cordia verbenacea DC.

Croton celtidifolius Baill.

Dodonaea viscosa Jacq.

Euphorbia heterodoxa
Miill. Arg.

Himatanthus drasticus
(Mart.) Plumel

Hyptis suaveolens (L.)
Poit.

Maytenus ilicifolia
(Schrad.) Planch.

Pfaffia sp. Mart.

Schinus
erebinthifolius Raddi

Solanum paniculatum L.

Tabebuia impetiginosa
(Mart. ex DC.) Standl. ou
Tabebuia avellanedae
Lorentz ex Griseb.

Uncaria sp. Schreb.

Araticum, fruta-do-conde, nona,
graviola, jaca-de-pobre

Mostarda

Picao preto

Guacgatonga

Erva baleeira, catinga-de baréo,
catinga de mulata, salicilina
Sangue-de-dragdo, sangue de

drago

Vassoura-vermelha, faxina-
vermelha, vassoura-do-campo

Aveloz e mata-verrugas
Janaguba, janauba, jasmim-
manga, sabéu-uma e tiborna
Alfavacao, alfazema-brava, salva-
liméo, erva-cidreira

Espinheira Santa

Fafia, para-tudo, suma, corrente,
carango, sempre-viva, caxixe

aroeira-mansa, aroeira-vermelha,
aroeira-precoce, aroeira
pimenteira

Jurubeba, caapeba, joa-tica,

jubeba, juvena, juveva, jurepeba,

jurupeba

Ipé roxo

Unha-de-gato, unha-de-cigana,
carrapato-amarelo, garra-de-
gaviao

Lorenzi e Matos, 2002

Martins et al., 2000

Kviecinski et al.,, 2008

De Carvalho et al.; 1998

Salatino et al,, 2007

Salatino et al,, 2007

Mors, Rizzinni e Pereira,
2000

Lorenzi e Matos, 2002

Lorenzi e Matos, 2002

Lorenzi e Matos, 2002

Lorenzi e Matos, 2002

Lorenzi e Matos, 2002

Araujo et al,, 2007

Schwontkowski, 1993

Castelluci et al,, 2000

Ocampo, 1994
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TABELA 2. Plantas medicinais exéticas de uso popular como agente antitumoral no Brasil.

Allium sativum L. Alho Araujo et al., 2007

Alpinia galanga (L.) Willd.  Alpinia, galanga,

. .. Lorenzi e Matos,2002
galangal, gengibre-siamés

Bardana, baldrana,
carrapicho-de-orelha-de- Lorenzi e Matos,2002
gigante, ruibarbo-cigano

Arctium lappa L.

Algodao de seda,
Calotropis procera (Aiton)  horténcia, ciumeira,
W.T. Aiton leiteiro, queimadeira ,
janauba

Lorenzi e Matos,2002

Boa-noite, boa-tarde, flor-
de-todo-ano, lavadeira e  Lorenzi e Matos,2002
vinca

Catharanthus roseus (L.) G.
Don

Celidbnia, quelidonia,
Chelidonium majus L. erva-das-verrugas, erva- Bown, 1995
dos-calos, erva-andorinha

Galium aparine L. Aparine Lorenzi e Matos,2002

Ly ,CO’O ersicon esculentum Tomate Teixeira e Melo, 2006

Mill.

Aloe sp L. Babosa Araujo et al., 2007
Adlantum raddianum C. Avenca Vendrusculo e Mentz, 2006
Pres|

Stachytaipheta Gervao Vendrusculo e Mentz, 2006

cayennensis (Rich.) Vahl

Bidens pilosal..

Bidens pilosa L. é uma espécie vegetal anual da familia Asteraceae que possui pequeno
porte e vasta ocorréncia natural, sendo nativa dos campos e terrenos baldios de areas tropicais
na América do Sul, Africa, Caribe e Filipinas. Sua denominacao popular varia dependendo da
localidade onde é encontrada. No Brasil, € mais conhecida como picao-preto. A planta possui
caule ramoso, com folhas verdes lanceoladas opostas e flores amareladas aromaticas. Em mui-
tos lugares, é considerada uma erva daninha, podendo ser invasora das plantacdes (VALDES &



REGO, 2001; CORREA, 1984).

O picao-preto possui longa histéria de utilidade diversa na medicina popular. Existem
relatos de sua utilizacao por populacdes de Cuba, Bahamas, Amazénia e regiao meridional
brasileira. Essa planta também é tradicionalmente empregada pela medicina chinesa. Pratica-
mente todas as partes da planta sdo utilizadas nas preparacdes medicinais que sdo aplicadas
por via tépica e/ou oral. Na Amazonia, é consagradamente utilizada pelos indigenas, dentre
outros propdsitos, para o tratamento de cirrose e hepatites associada a malaria e para eliminar
verminoses. Esses povos destacam ainda a atividade sobre feridas, intoxicacoes e o tratamento
de tumores (KVIECINSKI et a/, 2008; YUAN et al, 2008; VALDES & REGO, 2001; CORREa, 1984).

A B. pilosatem sido objeto de estudos fitoquimicos que procuram identificar seus cons-
tituintes ativos e desenhar seus mecanismos de acao. De acordo com Valdés e Rego (2001), em
se tratando do picdo-preto, a grande diversidade de acdes farmacoldgicas atribuidas popular-
mente deve-se possivelmente a grande variedade de compostos quimicos presentes na plan-
ta. Os dados obtidos a partir de amostras coletadas em diferentes partes do mundo revelam
que a espécie possui uma constituicao fitoquimica complexa com peculiaridades sutis que sao
determinadas pelo local onde ela esta a crescer. No entanto, os constituintes flavonoides e
poliacetilénicos tém sido relatados como sendo constantes e majoritariamente identificados
em amostras do vegetal (GROMBONE-GUARANTINI et a/, 2005).

Considerando B. pilosa como uma fonte potencial para a descoberta de novas molécu-
las-protétipos para o desenvolvimento de novos farmacos de sucesso para o tratamento do
cancer, a espécie tem despertado o interesse da comunidade cientifica por seus constituintes
poliacetilénicos que podem ser os principais responsaveis por sua atividade antitumoral. Os
poliacetilenos sao hidrocarbonetos que, em principio, funcionam como fitoalexinas, ou seja,
uma substancia relativamente toxica que protege o vegetal que o sintetiza sob condicdo de
estresse (HARBORNE, 1998). Alguns poliacetilenos ja foram indicados como os principais res-
ponsaveis pelos efeitos parasiticidas de extratos de B. pilosa sobre Plasmodium sp. (BRANDAO
et al, 1997). Adicionalmente, efeitos citotdxicos importantes sobre linhagens celulares trans-
formadas em cultura também ja foram relatados (ALVAREZ et a/, 1996).

A atividade antitumoral de B. pilosa ja foi observada por um estudo realizado por
Kviecinski et a/(2008) que demonstraram que alguns extratos apresentaram potencial citotdxico
in vitro sobre células do carcinoma de Ehrlich em cultura e efeito antitumoral em camundon-
gos portadores do mesmo carcinoma na sua forma ascitica. Esse estudo foi realizado sob forma
de triagem para atividade antitumoral e aplicou extratos obtidos com diferentes solventes
empregados em ordem crescente de polaridade para a obtencao de varias fragcdes. A fracao
mais apolar, supostamente mais rica em poliacetilenos, foi justamente a indicada como a mais
ativa. Em outro estudo realizado pelos mesmos autores, um extrato enriquecido em
poliacetilenos foi obtido e administrado em camundongos transplantados com tumor por via
intraperitoneal por nove dias (100mg/kg). Ao décimo dia, fez-se o estudo da atividade
antitumoral através da medida do potencial do extrato testado para induzir fragmentacao do
DNA e, consequentemente, morte das células tumorais. Os resultados mais uma vez indicaram
atividade antitumoral para B. pilosa e envolvimento de seus constituintes poliacetilénicos. Por
principio, o método empregado para avaliacdo do potencial para induzir dano ao DNA das
células tumorais considera que as células que se encontram sob processo de morte induzida
apresentam DNA fragmentado que, sob eletroforese, possui mobilidade alterada deslocando-
se mais do que o DNA de células intactas, assim o nucleo das células danificadas. Com base
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nessas caracteristicas, um indice de dano ao DNA foi compilado para cada grupo de animais sob
experimento, tendo sido observados 30% de fragmentacao desse acido nucleico no grupo de
animais tratados com o extrato poliacetilénico de B. pilosa em comparacao ao grupo controle
negativo (Figura 1). Os animais tratados apresentaram um perfil de dano muito semelhante
aquele observado no grupo de animais do controle positivo que, nesse caso, foram tratados

com doxorrubicina.
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FIGURA 1.Indice de dano ao DNA em células tumorais de animais somente
inoculados com o tumor ascitico de Ehrlich (controle negativo), grupo
tratado com extrato de Bidens pilosal.rico em poliacetilenos e contro-
le positivo tratado com doxorrubicina (A); Exemplo dasimagens dos
cometas, sua classificacdo e score(B). Os resultados foram expressos
como média + desvio padrao. (a) denota diferenca estatistica significa-
tiva em animais tratados quando comparados ao grupo controle
negativo, p<0,01, n=6.

Finalmente, as informacdes de B. pilosa ja compiladas, se consideradas de um modo
geral, sugerem que essa espécie pode ser considerada uma planta medicinal promissora em
se tratando da terapéutica do cancer. Como mencionado anteriormente, os achados experi-



mentais obtidos com a administracdo de seus extratos a animais transplantados com o tumor e
em linhagens tumorais, até o momento, parecem apresentar-se bem alinhados com as alega-
¢6es da medicina popular. A espécie apresenta justificativas suficientes para o progresso dos
estudos no sentido de purificar os principios ativos verdadeiramente Uteis, caracteriza-los e,
talvez, tomd-los como moléculas lideres ou protétipos para aprimoramento de atividade

farmacoldgica e seletividade de efeito antineoplasico.

Casearia sylvestris Sw.

Casearia sylvestris Sw. trata-se de uma arvore pertencente a familia Flacourtinaceae,
sendo comumente encontrada na América tropical (MAISTRO et a/, 2004), inclusive no Brasil,
onde é conhecida principalmente como guacatonga, uma palavra originaria do tupi-guarani, o
gue sugere o uso da planta por parte de comunidades indigenas brasileiras (ESTEVES et al,
2005).

C. sylvestris é utilizada na medicina popular para diversas finalidades, incluindo seu uso
como agente antitumoral, antisséptico, anestésico tépico, antitérmico, antiulcerativo, antiofidico
e para o tratamento de herpes e sindromes diarreicas (BASILE et a/, 1990; ESTEVES et a/, 2005).

Muitos desses usos populares estdo sendo corroborados pela comunidade cientifica, parti-
cularmente seu uso como agente antitumoral, uma vez que foi observada atividade citotéxica da
planta sobre diversas linhagens tumorais (DA SILVA et a/, 2008; DE MESQUITA, 2009). Investigagoes
realizadas no Laboratério de Bioquimica Experimental-UFSC demonstraram atividade citotdxica
para o extrato bruto e fracao cloroférmica obtidos das folhas da C sy/vestris, sobre células do carci-
noma de Ehrlich cultivadas /n vitro, bem como a capacidade desses extratos em regredir o cresci-
mento do tumor ascitico de Ehrlich inoculado em camundongos isogénicos Balb/C.

Como pode-se observar na figura 2, tanto a fracao cloroférmica quanto o extrato bruto
da C sylvestris promoveram uma citotoxicidade significativa sobre as células do carcinoma de
Ehrlich quando avaliado pelo ensaio de reducdao do MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2il)-2,5
difeniltetrazolium bromide), podendo-se observar a elevacdao do efeito citotéxico de acordo
com o aumento da concentragdo dos extratos. O extrato que demonstrou ser mais efetivo nesse
parametro trata-se da fracdo cloroférmica. Entretanto, o tratamento com o extrato bruto nas
concentragdes de 500 e 1.000 pug/mL foi capaz de reduzir a viabilidade celular para 2,9 e 2,3%,
respectivamente, enquanto que o tratamento com fracao cloroférmica nessas concentragdes

foi capaz de reduzir a viabilidade celular para aproximadamente 40%.
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FIGURA 2. Efeito (A) do extrato bruto (EB) e (B) fracdo cloroférmica (FC) (32,5 -
1000 pg/mL) de Casearia sylvestrisSw. sobre a viabilidade celular no
carcinoma de Ehrlich apés 24 horas de tratamento avaliada pelo
método do MTT. Os resultados foram expressos como média + desvio
padréo. (a) denota diferenca estatistica significativa (p <0,01) em
relagao ao controle negativo, n=3.

Em relagdo ao efeito dos extratos sobre o crescimento do carcinoma ascitico de Ehrlich,
pode-se observar que o tratamento dos animais com o extrato bruto e fracao cloroférmica
(150mg/kg) aumentou significativamente o percentual de inibi¢cao do crescimento do tumor
em torno de 58,8 e 41,2%, respectivamente, quando comparados ao grupo controle negativo
(Figura 3). Entretanto, nenhum dos extratos foi capaz de reverter totalmente a progressao do
tumor como foi observado no tratamento realizado com o grupo controle positivo, tratado com
doxorrubicina. Apesar de a fracdo cloroférmica ter apresentado uma citotoxicidade maior que
o extrato bruto no ensaio do MTT, essa fracao promoveu um percentual de inibicado do cresci-
mento tumoral (41,2%) inferior ao apresentado pelo tratamento com extrato bruto (58,8%).

Percentual de inibigio do
carcinoma ascilico de Fhrlich (%)

100+
a
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FIGURA 3. Percentual de inibicdo do crescimento do carcinoma de Ehrlichem
camundongos tratados com extrato bruto (EB) e fracdo cloroférmica
(FC) (150mg/kg) de Casearia sylvestrisSw. Os resultados foram expres-
sos como média £ desvio padrao. (a) denota diferenca estatistica
significativa (p < 0,01) em relacdo ao controle negativo, n=6.



Relatos presentes na literatura sugere que o efeito antitumoral apresentado pelo
extrato bruto e fracdo cloroférmica de C sy/vestris esteja relacionado a presenca de com-
postos com atividade citotéxica e antitumoral nas folhas da planta, como diterpenos
clerodanicos, sesquiterpenos (a-humuleno e B-cariofileno) e derivados do acido galico, os
guais devem estar presentes em uma maior concentragao no extrato bruto, o que justifica
o proeminente efeito antitumoral desse extrato em relacao aos efeitos mediados pela
fracdo cloroférmica.

Dentre os diterpenos clerodanicos isolados das folhas de C. sy/vestris, os mais conheci-
dos e estudados tratam-se das casearinas. Estudos tém evidenciado a atividade citotéxica das
casearinas sobre diversos microrganismos e linhagens celulares (incluindo células tumorais)
(ITOKAWA et al, 1990; MORITA et.al, 1991; DE CARVALHO er a/, 1998; FERREIRA, 2006; DOS
SANTOS et al, 2010). Além das casearinas, outros diterpenos clerodanicos vém sendo isolados
das folhas de C sylvestris. as casearvestrinas (ORBELIES et a/, 2002) e a caseargrewiina F, a qual
vem apresentando efeito citotdxico seletivo sobre diversas linhagens celulares tumorais (DOS
SANTOS et al, 2010).

Outros compostos de atividade citotdxica comprovada que foram identificados no
6leo essencial das folhas dessa planta sao os sesquiterpenos (3-cariofileno e 8-humuleno, os
quais mostraram citotoxicidade perante células A-549, DLD-1, M4BEU, Hela, Bel-7402 e CT-
26 (LEGAULT er al, 2003; SYLVESTRE et a/, 2005; HOU et a/, 2006; SYLVESTRE et a/, 2006). Por
fim, cabe ressaltar que dois derivados do acido gdlico, o isobutil galato-3,5-dimetil éter
(IGDE) e o metil galato-3,5-dimetil éter (MGDE), isolados das folhas da C sy/vestris, demons-
traram atividade citotdxica sobre células do carcinoma de Ehrlich cultivadas /n vitro (DA
SILVA et al, 2009).

Em relacdao aos compostos que apresentam atividade antitumoral /n vivo e que foram
identificados nas folhas da planta, destacam-se os derivados do acido galico e os sesquiterpenos
a-humuleno e B-cariofileno. Dados da literatura ressaltam que camundongos previamente
inoculados com o tumor ascitico de Erlich e posteriormente tratados com derivados do acido
galico (IGDE, MGDE), isolados das folhas de C. sy/vestis ou com a-humuleno e B-cariofileno
isolados do 6leo volatil das folhas de Zanthoxy/um rhoifolium Lam., apresentaram um aumento
significativo do tempo de sobrevida quando comparados ao grupo controle negativo (DA SILVA
et al, 2009; DA SILVA et al, 2007).

Cordia verbenacea DC.

Cordja verbenacaea DC. é uma planta da familia das Boraginaceae, encontrada nas
restingas maritimas de quase todo o litoral brasileiro, sendo mais comumente encontrada no
trecho compreendido entre os estados de Santa Catarina e Sao Paulo, sendo conhecida popu-
larmente como erva-baleeira, catinga-de-barao, catinga-de-mulata, salicilina e maria-preti-
nha (CARVALHO et al, 2004; SERTIE et a/, 2005). Na medicina popular, suas folhas costumam ser
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utilizadas para diversos fins, destacando-se o tratamento de inflamag¢des e tumores (ARREBOLA
et al, 2004; FERNANDES et a/, 2007).

De acordo com Sertié et al. (1991 e 2005) e Ticli et a/. (2005), os extratos de C. verbenacea
exibiram importante atividade anti-inflamatéria. Essa atividade provavelmente se deve a pre-
senca de sesquiterpenosisolados do 6leo essencial dessa planta, a-humuleno e #rans-cariofileno,
0s quais apresentaram habilidade de inibir a atividade da ciclooxigenase-2 (COX-2) e éxido
nitrico sintase (iNOS) (FERNANDES et a/, 2007).

Por outro lado, a elevada expressdao da COX-2 em células tumorais também tem sido
implicada em varios eventos que promovem o cancer como alteracdo das células de adesao da
matriz extracelular, da regulacdo do fator de crescimento endotelial vascular e resisténcia a
inducao de apoptose. Recentes estudos demonstraram uma possivel correlacdo entre a
superexpressao da COX-2 e a perda da regulacao da apoptose em resposta a superexpressao
dessa enzima (SUBHASHINI et a/, 2005). Além disso, ensaios clinicos e estudos epidemiolégicos
demonstraram que anti-inflamatérios nao-esteroidais (AINES) diminuem o risco de cancer pela
inibicao da COX-2 ou, ainda, reduzem a forma preexistente dessa doenca (SUBHASHINI et a/,
2005; BERNADI, 2006).

Sendo assim, um dos possiveis mecanismos para o efeito antitumoral de C verbenacea
seria devido a propriedade de inibicdo da COX-2, a qual é ativada via geracdo de EROs. Portanto,
a inibicdo da COX-2 pode ativar a apoptose de células tumorais (reduzindo a expressao de Bcl-
2, uma proteina antiapoptoética), impedir sua proliferacdo (reduzindo a producao de citocinas
pré-inflamatorias que sinalizam para a sobrevivéncia celular) e inibir a angiogénese (reduzindo
a expressao de fator de crescimento endotelias vascular - VEGF) (DEMPKE et a/, 2001; WARIS &
SIDDIQUI, 2005).

Baseado nessas evidéncias, nosso grupo de pesquisa investigou o possivel efeito citotdxico
da C verbenacea sobre células MCF-7 (linhagem de células de cancer de mama humano) e o
efeito antitumoral /n vivo em camundongos Balb/C isogénicos inoculados com tumor ascitico de
Ehrlich.

A avaliacao da viabilidade celular em células MCF-7 tratadas com as diferentes concen-
tracOes de extrato bruto pelo ensaio de reducdo do MTT mostrou significativa atividade citotoxica
em todas as concentragdes analisadas quando comparadas com o controle negativo (Figura 4).
Quispe-Condori et al. (2007) verificaram efeito de reducdo no crescimento celular em diversas
linhagens de células, incluindo MCF-7, quando testados extratos supercriticos (ricos em a-
humuleno e trans-cariofileno) dessa planta. Esse dois sesquiterpenos também exibiram im-
portante citotoxicidade para células A-549, DLD-1, M4BEU, Hela, Bel-7402 e CT-26 (LEGAULT et
al, 2003; SYLVESTRE et al, 2005; HOU et al, 2006; SYLVESTRE et al, 2006). Segundo Suffness e
Pezzuto (1991), para ser citotoxico um composto deve apresentar Cl,; menor que 200 uL/mL,
fato este que foi observado em nossos ensaios com células MCF-7 expostas ao extrato bruto de
C. verbenacea, obtendo uma Cl, de 187 pL/mL.
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FIGURA 4: Efeito do extrato bruto de Cordlia verbenaceaDC. em diferentes doses
testadas (48 horas de incubacao) sobre a viabilidade de células MCF-7.
Cada barra representa a média + desvio padrao, n=3. (a) representa a
diferenca estatistica (p<0,01) do tratamento comprado com o controle
negativo (CN).

Ensaios /n vivo realizados em extrato bruto dessa planta demonstraram importante
efeito antitumoral nos camundongos inoculados com o tumor ascitico de Erlich (Tabela 3). O
tratamento com extrato bruto quando comparado com um grupo controle ndo tratado reduziu
significativamente o peso tumoral, a circunferéncia abdominal, o volume tumoral, o volume de
células compactadas e a proporcao de células por volume de tumor. Além disso, aumentou a
relacdo células invidveis/vidveis e o tempo médio de sobrevida dos animais. Um dos critérios
de confianca mais aceitos pelo pesquisadores para julgar o valor de qualquer agente antitumoral
€ 0 aumento do tempo de sobrevida (TMS) dos animais (CLARKSON, BURCHENAL, 1965). Nesse
estudo, a administracdo de extrato bruto de C verbenacea aumentou significativamente a
sobrevida dos animais, como foi demonstrado pelo aumento do percentual de longevidade
quando comparado ao grupo controle nao tratado.
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TABELA 3: Efeito antitumoral obtido em camundongos inoculados com tumor ascitico de Ehrlich
(TAE) em trés diferentes concentracdes de extrato bruto de Cordia verbenacea DC.

Aumento do peso corporal (g) 1045 £1,13 10,17 £2,20 4,25 +394a 7,40 £3,20

Aumento da circunferéncia
abdominal (cm)

Volume de tumor (mL) 10,40 +0,75 +1,88 6,76 +2,104a 7,00 +1,48

3,10 0,37 2,53 0,79 1,94 +043a 1,60 +1,04a

Volume de células

3,25 +1,70 3,20 0,27 1,80 £0,47 1,90 +0,42
compactadas (mL)

Proporcao de células/volume

0,312 0,335 0,268 0,271
tumoral

Proporcao de células

R e 0,009+0,001 0,014+0,002a  0,020+0,001a  0,020+0,006a
inviavel-viaveis

TMS (dias) 13,50 15,00 14,50 14,50
PML (%) 0 7,0 7,40 11,10

Nota. Os valores representam a média + desvio padrao (n=6). (?) p<0,01 indica a diferenca estatistica em relacdo ao
controle negativo (CN). PML é o Percentual Médio de Longevidade e TMS, o tempo de sobrevida.

Croton celtidifolius Baill.

A utilizacdo de plantas denominadas popularmente como sangue-de-dragdo é oriunda
das civilizagées mais antigas, como aquelas que habitavam Grécia, Roma e Ardbia, devido as
suas variadas propriedades medicinais. Essa terminologia tornou-se tao comum a ponto de
fazer mencao a diversas plantas que apresentam como caracteristica um latex de cor
avermelhada. Dentre algumas dessas plantas, pode-se citar Daemonorops draco (Willd.) Blume,
de onde o latex é obtido a partir da sua fruta; Croton lechleriMiill. Arg. e Croton gossypiifolius
Vahl, de onde o latex é extraido do caule (GUPTA et a/, 2008).

No Brasil, destaca-se a Croton celtidifolius Baill., que também recebe a denominacéo de
sangue-de-dragado. Essa planta pertence a familia Euphorbiaceae, sendo encontrada nas areas
de Mata Atlantica como nos estados do Rio de Janeiro e Sao Paulo, porém, em maior quantidade
no sul do pais, no estado de Santa Catarina (NARDI et a/, 2006, 2007).

A C celtidifolius é uma arvore que apresenta folhas alternadas, pubescentes,
rombiformes-ovadas, com duas grandes glandulas estipitadas na base, com cerca de 6,5-18 cm



de comprimento. Sua inflorescéncia aparece na forma de racemo com até 30cm de compri-
mento e com 1-10 flores que florescem de novembro a fevereiro com frutos de janeiro a marco,
sendo os ultimos do tipo capsula (CITADINI-ZANETTE & BOFF, 1992).

Popularmente acredita-se que essa planta apresente diversos efeitos terapéuticos como
no caso de reumatismo, febre, dor, hipertensao, hipercolesterolemia e inclusive cancer onde
se relata a sua utilizacdo principalmente em casos de leucemias (DALBO et a/, 2005; SALATINO
et al,, 2007). Cientificamente ainda sdo poucas as suas propriedades terapéuticas da C
celtidifolius ja comprovadas, sendo que estudos relatam o efeito analgésico de fragdes obtidas
da casca de C ceftidifolius e também propriedades antioxidante e anti-inflamatéria de fracoes
ricas em proantocianidinas (NARDI et a/, 2006, 2007). DalBé et al. (2005, 2006) descrevem o
efeito antinociceptivo da fracdo rica em proantocianidinas sugerindo a participacdo de recep-
tores dopaminégicos e das fibras C sensiveis a capsaicina como mecanismo de acao.

Muitas das plantas pertencentes a familia Euphorbiaceae e ao género Croton L. de-
monstraram efeito relacionado a inibicao tumoral. Segundo Sandoval et a/. (2002) o latex de C
palanostigma Klotzsch possui efeito antiproliferativo sobre as células AGS, HT29 e T84 através
de mecanismos que envolvem inibicdo da capacidade de adesao celular e inducdo de morte
celular por apoptose. Da mesma forma, as espécies C. /echleriMiill. Arg. e C. flavensL. apresen-
taram atividade citotéxica ao promover reducdo da viabilidade celular das linhagens tumorais
K562 e A-549; DLD-1, respectivamente (ROSSI et a/, 2003; SYLVESTRE et a/, 2006). Ainda exis-
tem relatos do efeito antitumoral de C. urucurana Baill. (PERES et a/, 1997), C. draco Schltdl. &
Cham. (GUPTA et al, 1996), C. draconoides Miill. Arg. e C. erythrochilus Miill. Arg. (PIACENTE et
al, 1998).

Em vista do potencial terapéutico apresentado por esse género associado a falta de
conhecimento a respeito da constituicao quimica e propriedades farmacoldgicas do latex da
espécie C. celtidifolius, neste capitulo serdao apresentados alguns resultados experimentais
obtidos em modelos experimentais /n vitro e in vivo utilizando camundongos isogénicos Balb-
C.

A viabilidade celular analisada, /n vitro, pelo ensaio do MTT permitiu verificar se o latex
de C celtidifolius testado em diferentes concentracdes e tempos apresentaria atividade
citotdxica sobre as células do carcinoma de Ehrlich. A partir dos resultados obtidos, foi possivel
observar que todas as concentracdes testadas (32,5-1000 pg/mL) demonstraram efeito citotdxico
de forma dose-dependente (Figura 5A).

Como ensaio complementar, a avaliacdo tempo-dependente (Figura 5B) permitiu com-
provar esse efeito citotdxico /n vitro do latex onde a viabilidade celular foi claramente reduzida
a medida que o tempo decorrido tornou-se maior, atingindo uma reducao de 51% na viabilida-
de em 48 horas de tratamento.
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FIGURA 5. (A) efeito dose-dependente do latex de Croron celtidifoliusBaill. (32,5
- 1000 pg/mL) sobre a viabilidade celular no Carcinoma de Ehrlich apés
48h de tratamento. (B) efeito tempo-dependente do latex de C.
celtidifoljus (IC,;=169ug/mL) sobre a viabilidade celular no carcinoma
de Ehrlich ap6s 24, 36 e 48 horas de tratamento. Os resultados foram
expressos como média + desvio padrao. (aa) representam diferenca
estatistica (p<0,01) em relagao ao controle negativo (meio de cultura),
n=3.



Ainda em busca de um possivel efeito antitumoral, foram iniciados os experimentos
relacionados ao tumor sélido de Ehrlich, /n vivo, inoculado no coxim plantar dos animais, onde,
apds 10 dias de tratamento, foi possivel observar que o latex de C. celtidifolius foi capaz de
reduzir 46% o volume de tumor em relacao ao controle negativo (solucao salina) (Figura 6) .
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FIGURA 6. Percentual de reducao do tumor sélido de Ehrlich apds 10 dias de
tratamento com o latex (3,12 mg/kg) de Croton celtidifoliusBaill. Os
resultados foram expressos como média + desvio padrao. (aa) e (bb)
representam diferenca estatistica (p<0,01) em relacdo ao controle
positivo (doxorrubicina) e ao controle negativo (salina),
respectivamente, n=6.

Diante dos resultados apresentados, é possivel sugerir que essa planta apresenta po-
tencial como produto farmacolégico antitumoral, uma vez que demonstrou efeitos citotdxicos
/n vitro e inibicao do crescimento tumoral /n vivo. Entretanto, deve-se ressaltar a necessidade
da realizacdo de mais experimentos para que a atividade antitumoral possa ser mais bem
detalhada.

CONSIDERACOES FINAIS

Embora j& existam farmacos consagrados no tratamento do cancer, nenhuma das abor-
dagens terapéuticas atuais foi capaz de regredir completamente as diferentes manifestacoes
dessa patologia, ou mesmo reduzir significativamente sua toxicidade, efeitos adversos e a
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multirresisténcia a quimioterapia. Por outro lado, as plantas sao fontes importantes de produ-
tos naturais biologicamente ativos nos processos tumorais, muitos dos quais se constituem em
modelos para a sintese de um grande nimero de farmacos. O reconhecimento do valor das
plantas medicinais, como recursos clinico, farmacéutico e econdémico, tem incentivado diver-
SOS paises a promover pesquisas tanto na validacao do seu uso popular, quanto na identificacao
de novas moléculas-protoétipo e producao de medicamentos fitoterdpicos. Vista a imensa
biodiversidade brasileira e o seu potencial desconhecimento, a selecao de espécies vegetais
para pesquisa e desenvolvimento baseada na alegacao de um dado efeito terapéutico pode se
constituirem um valioso atalho para a descoberta de novos farmacos. A Bidens pilosal.., Casearia
sylvestris Sw., Cordia verbenacea DC. e Croton celtidifolius Baill. sao espécies vegetais que se
inserem nesse contexto, pois possui em histéria de uso popular como antitumoral, e os dados
aqui apresentados, bem como relatos de outros pesquisadores, validam parcialmente esse uso
popular.
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Garcinea - Garcibia camboja

EXTRATO SECO VEGETAL £
PRODUTOS DERIVADOS

Luiz Alberto Lira Soares
Tatiane Pereira de Souza

INTRODUCAO

As formas farmacéuticas solidas apresentam uma sé-
rie de vantagens sobre as liquidas, tais como maior estabili-
dade e menor volume por dose, o que conduz a maior simpli-
cidade de conservacao, transporte e armazenamento, além
de facilidade de manuseio, da versatilidade de dosagem e da
aceitacdo do paciente (VILA JATO, 2001).

A elaboracao de formas farmacéuticas contendo ex-
tratos vegetais, geralmente, envolve problemas tecnoldgicos
maiores que os encontrados com substancias ativas isoladas.
Isso esta relacionado com as caracteristicas dos préprios ex-
tratos, principalmente, devido a necessidade de alta dosagem
de uso e complexidade de constituicdo. Outros fatores, de
cardter fisico-quimico e mecanico, inerentes aos extratos, tais
como, higroscopicidade, propriedades materiais e reoldgicas,
constituem barreiras a serem vencidas no seu emprego como
matérias-primas num ciclo tecnolégico (CRIPPA, 1978).

As formas farmacéuticas solidas sao classificadas em
pos, granulados, capsulas duras e moles, comprimidos e com-
primidos revestidos. Os medicamentos na forma sélida, devi-
do sua conveniéncia e comodidade ao paciente, constituem
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as formulagcdes mais largamente prescritas em nivel mundial e, dentre elas, destacam-se os
comprimidos que, desde sua introducdo, na metade do século XIX, tém sido a forma mais
utilizada, representando cerca de 40 a 70% de todas as formula¢des existentes no mercado
(VOIGT, 1993; VILA JATO, 1997). Assim, na elaboracao de um medicamento sélido fitoterapico,
o extrato seco vegetal constitui a matéria-prima ativa inicial e primordial.

As principais formas farmacéuticas sélidas estao descritas abaixo:

- Pés sao solidos pulverulentos com uma grande importancia para a tecnologia farma-
céutica, uma vez que constituem matérias-primas e/ou produtos intermediarios para obten-
cao de varios tipos de formas farmacéuticas, inclusive liquida, semissélida ou sélida. Também,
podem ser medicamentos ou preparacdes de medicamentos para uso interno e externo, obti-
dos pela mistura intima e seca da (s) substancia (s) ativa (s), com ou sem adicdao de adjuvantes
farmacéuticos (VOIGT, 1993).

- Granulados sdo formas farmacéuticas sélidas obtidas pela aglomeracao de particulas,
com resisténcia suficiente para manuseio e embalagem e, dependendo da finalidade de apli-
cacdo, podem ser consideradas também matérias-primas, produto intermediario ou final. Uma
das maiores justificativas para a obtencédo e desenvolvimento de granulados é melhorar a flui-
dez e compressibilidade da (s) substancia (s) ativa (s), bem como evitar a segregacao entre os
pos, a fim de garantir a homogeneidade de contetdo no produto final (COUTO et a/, 2000).

- Cdpsulas sdo medicamentos de dose individualizada, constituidos por invélucro de
natureza, forma e dimensodes variadas contendo substancias medicinais sélidas, pastosas ou
liquidas. Essas formas farmacéuticas solidas sao divididas em cdpsulas duras, quando produzi-
das com invélucro rigido de gelatina, amido ou derivados de celulose; e capsulas moles, quan-
do obtidas com invélucro elastico de gelatina (VILA JATO, 2001).

- Comprimidos sao medicamentos de dosagem unitaria obtidos pela compressao me-
canica de granulados ou misturas pulvéreas, de um ou mais principios ativos, com adicdo, na
maioria das vezes, de diferentes adjuvantes. Podem ser revestidos com os mais diferentes fins,
tais como: protecdo do ativo contra luz, ar e umidade; aumento da estabilidade mecanica do
comprimido; protecao do ativo contra a influéncia dos fluidos digestivos; modificacao dos per-
fis deliberacao do ativo; evitamento ou reducao de efeitos colaterais ou, simplesmente, melhoria
das caracteristicas organolépticas do comprimido. Quando o revestimento é feito com sacarose
e outros aclcares, sao chamados de Drdgeas e, quando é utilizado um filme polimérico, sao
denominados Comprimidos Revestidos Peliculares (VOIGT, 1993; VILA JATO, 2001).

EXTRATOS SECOS VEGETAIS

Os extratos sdo as mais simples e tradicionais formas de derivados de plantas medici-
nais, a partir dos quais é possivel a obtencado e desenvolvimento de um medicamento fitoterapico
(BONATI, 1980). Podem ter consisténcia liquida, sélida ou intermediaria, podendo ser classifica-
dos em fluidos, moles e secos.



Extratos fluidos sao preparacdes liquidas, normalmente obtidos utilizando misturas
hidroetandlicas como solvente, onde, exceto quando especificado diferentemente, cada mili-
litro do extrato contém os constituintes ativos correspondentes a 1g da droga vegetal. Podem
ainda ser obtidos através da dissolucao de um extrato seco ou da diluicao de um extrato con-
centrado e padronizado em termos de concentracdo do solvente, do teor dos constituintes ou
do residuo seco (LIST & SCHMIDT, 1989; SIMOES et al, 2004).

Extratos moles ou espessos sao preparagdes viscosas e/ou de consisténcia pastosa ob-
tidas pela evaporacao parcial do solvente utilizado na sua preparacao, podendo ser adiciona-
dos ou néo de adjuvantes (FARMACOPEIA, 1988; LIST & SCHMIDT, 1989; SIMOES et a/, 2004).

Extratos secos sao preparagdes sélidas obtidas pela eliminacado total do solvente utili-
zado na sua preparacao, através da operacao de secagem. Podem ser adicionados de adjuvantes
guando necessarios e devem apresentar uma umidade residual maxima de 5% (LIST & SCHMIDT,
1989; SIMOES et al, 2004; FORMULARIO NACIONAL, 2005).

Os extratos liquidos, apesar de sua simplicidade tecnolégica, apresentam frequente-
mente sérios problemas de manutencdo da qualidade devido a facilidade de contaminacao
microbiana e reacdes de degradacao. Portanto, a eliminacdo do meio solvente, através da ope-
racdo de secagem, parcial ou total, representa uma alternativa para contornar esse aspecto.
Produtos secos possuem, portanto, um grande nimero de vantagens, sobretudo considerando
os diversos aspectos praticos quando utilizados como forma intermediaria, destacando:

- manipulacdo mais simples;
- homogeneidade e distribuicdo dos constituintes da preparacao, conferindo a forma
final maior garantia da dose empregada;

- facilidade de armazenamento, manuseio e transporte, o que é justificado pelo menor
volume ocupado pelas formas farmacéuticas sélidas;

- maior estabilidade quimica, uma vez que, ap6s a retirada de todo o solvente, em geral,
0s extratos passam a ser menos susceptiveis a degradacgdes fisico-quimicas e contaminagdes
microbianas (LIST & SCHMIDT, 1989; DE PAULA, 1997; DE SOUZA et al., 2006).

No entanto, apresentam algumas desvantagens tecnoldgicas, tais como, tamanho re-
duzido de particula e, consequentemente, elevada superficie especifica, gerando problemas,
especialmente relacionados a reologia e de sor¢do a umidade. Dessa forma, nédo raro, esses
produtos apresentam pobre fluidez e instabilidade de empacotamento, bem como elevada
higroscopia, o que resulta em dificuldades na compressao e compactabilidade (LIST & SCHIMIDT,
1989; ORTEGA & SCHMIDT, 1995; PETROVICK et a/, 1995; SCHILLER et a/, 2000; DE SOUZA, 1999;
SOARES, 2001).

Na elaboracdao de um fitoterapico, a preparacdao de solucdes extrativas, contendo as
substancias quimicas de interesse terapéutico, constitui uma etapa preliminar que, apos a
retirada total da fase liquida (dgua ou solvente), através da operacdo de secagem, conduz a
obtencdo de um pé, denominado extrato seco, o qual pode ser considerado uma matéria-
prima, produto intermedidrio ou, final, dependendo da aplicacdo a que se destina. Como pro-
duto intermedidrio, os extratos secos podem ser utilizados na preparacdo de comprimidos,
capsulas, granulados, pomadas e outras formas farmacéuticas (GAUDY et a/, 1991).
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As principais técnicas de secagem utilizadas na obtencao de extratos secos vegetais
estdo descritas abaixo:

- Cintos de secagem a vacuo (Vacuun Belt dryers): operam a pressao atmosférica e,
portanto, exigem altas temperaturas para remocdo do solvente, principalmente, se este for
aqua (Figura 1) (LIST & SCHMIDT, 1989).
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FIGURA 1: Diagrama esquemdtico de um cinto de secagem a vacuo

- Cilindros de secagem (Roller dryers): o principio de funcionamento é a evaporacdo ou
vaporizacao da umidade através do contato do produto a secar com a superficie quente dos
cilindros (Figura 2). Apesar de serem equipamentos simples, de secagem continua e facil ope-
racao, apresentam a desvantagem da necessidade do uso de temperaturas de 100 a 110 °C para
secagem de soluc¢des aquosas, o que pode ser prejudicial em caso de presenca de substancias
termoldbeis (LIST & SCHMIDT, 1989).

~_ Produto a secar

FIGURA 2: Desenho esquematico de um cilindro duplo de secagem



- Secagem por Aspersao (spray-drying): consiste em uma operacao de secagem que
pode ser empregada em solucdes, suspensdes, emulsdes ou pastas, cujo principio consiste na
divisdo, do produto a secar, em finas goticulas no interior de uma camara provida de ar quente,
a fim de obter a evaporacao do solvente e a recuperacdao de um produto seco no estado
particulado (Figura 3). Existem vdrias denominacdes para os produtos obtidos por essa técnica,
tais como, produto seco por aspersao, produto seco por nebulizacao e produto seco por pulve-
rizacao (MASTERS, 1978, WENDEL & CELIK, 1998).

FIGURA 3: Desenho esquematico de um spray-drying

A secagem por aspersao é muito utilizada nas empresas quimicas, alimenticias, bioqui-
micas e farmacéuticas e, dentre as varias razdes para sua ampla utilizacdo, destacam-se a capa-
cidade de obtencdo de produtos particulados com propriedades predefinidas, como tamanho
e forma de particulas, otimizacdo de producao e possibilidade de eliminacdo de etapas do
processo de fabricacdo de formulagdes, tais como, granulacao, revestimento e formacdo de
complexos, operacdes que podem ser realizadas no préprio equipamento. Além dessas vanta-
gens, tem aplicabilidade na secagem de materiais tanto estaveis quanto sensiveis ao aqueci-
mento, uma vez que o curto tempo de contato com a fonte de calor viabiliza o emprego dessa
técnica para secagem de produtos termossensiveis (MASTERS, 1978; BROADHEAD et a/, 1992;
WENDEL & CELIK, 1998).

A otimizacdo das caracteristicas fisicas e quimicas dos produtos secos, obtidos através
desse tipo de secagem, envolve a avaliacdo da influéncia de fatores relacionados aos parametros
do processo e as caracteristicas do material a ser seco, resumidamente, descritos no quadro 1
(MASTER, 1978; WAN et a/, 1991; BROADHEAD et al, 1992; OLIVEIRA & PETROVICK, 2009).
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QUADRO 1: Fatores que influenciam as caracteristicas dos produtos secos em equipamento de
spray-drying

% Desenho e dimensido do equipamento

% Principio de funcionamento do dispositivo de aspersao
g Vazao de ar

% Temperatura de aquecimento

o Fluxo de alimentacéo

344

Velocidade de aspiracao

Caracteristicas do Material a ser seco

Viscosidade

Tenséo superficial

Concentracdo de sdélidos

Tipo de solvente

As particulas apresentam-se como esferas ocas, exibindo as vezes um pequeno orificio
na superficie (Figura 4), decorrente da vaporizacdo do liquido contido no seu interior (DE SOU-
ZA, 2004).

FIGURA 4. Microfotografia de produto seco por aspersao de Phyllanthus niruri
L.500x e 4400x (DE SOUZA, 2004)



No entanto, a maioria dos extratos secos vegetais obtidos por meio dessa técnica, mes-
mo utilizando adjuvantes de secagem para melhorar as caracteristicas dos produtos resultan-
tes, apresenta reduzido tamanho de particula, baixa densidade e elevada higroscopicidade
(TEIXEIRA, 1996; CARVALHO, 1997; DE SOUZA, 1999). Nesse caso, o pequeno tamanho particular
dos produtos obtidos pode ser justificado pelas caracteristicas do bocal de aspersao utilizado e
pela baixa concentracao de sélidos presentes no produto a secar, o que contribui para o redu-
zido diametro das particulas obtidas (MASTER, 1978).

O tipo do bocal aspersor e a natureza do produto a aspergir sdo dois fatores com papel
fundamental sobre as caracteristicas do produto seco obtido. Os dispositivos de aspersao po-
dem ser classificados em: bocais pneumdticos e discos rotores. Nos primeiros, a selecdo dos
diametros das particulas é feita pelo diametro interno da agulha injetora; ja os discos rotores,
devido ao proprio desenho, permitem que o liquido a secar seja distribuido a partir do seu
centro e que, através da forca centrifuga, gera a formacao de goticulas maiores, o que favorece
o aumento do diametro de particulas do produto obtido (MASTERS, 1978; BROADHEAD et al,
1992). Como exemplo, cita-se o estudo descrito na tabela 1. Soares (2002) utilizando aparelho
semi-industrial, com aspersor de disco rotor, para secagem de solucdo extrativa aquosa de
Maytenus ilicifolia (Schrad.) Planch., obteve um produto com tamanho de particula considera-
velmente maior e, consequentemente, com melhores propriedades tecnoldgicas, que o pro-
duzido por DeSouza (1999), em escala de bancada, com aspersor tipo agulha.

TABELA 1: Caracteristicas tecnoldgicas de produto seco por aspersao (PSA) de Maytenus ilicifolia
obtido em escala semi-industrial por Soares (2002) e de bancada por De Souza (1999)

Diametro médio ( m) 22,36 (4,75) <70
Densidade bruta (g/ml) 0,632 (0,74) 0,261 (0,75)
Densidade de compactacao (g/ml) 0,830 (0,49) 0,444 (1,79)
Fator de Hausner 1,315 (1,07) 1,704 (1,95)
Indice de Carr (%) 23,94 (3,41) 41,29 (2,75)
Compactabilidade (ml) 30,83 (4,68) 121, 67 (2,37)
Fluxo (g/s) 54,18 *

* Nao apresentou escoamento livre.

- Liofilizacdo (freeze-drying ou lyophilization): técnica considerada uma boa escolha
para secagem de produtos termoldbeis, uma vez que consiste na desidratacao através da su-
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blimacdo de um produto congelado, ou seja, sublimacdo do gelo, sob pressao reduzida. E um
processo que envolve quatros operacgdes: congelamento, vacuo, sublimacao e condensacao.
Devido a auséncia de agua no estado liquido e das baixas temperaturas requeridas no processo,
a maioria das reacdes de deterioracdo e/ou de contaminagdo microbiolégica sdo paradas. Des-
sa forma, o estado sélido da agua durante a liofilizacdo protege a estrutura primdria e a forma
dos produtos com minima reducao do volume. No entanto, apesar dessas vantagens, essa téc-
nica é considerada o processo mais caro para obtencao de extratos secos (JOUBERT, 1990;
RATTI, 2001), devido ao pequeno volume de producdo em termos de tempo e custo econémi-
co. Além disso, tecnologicamente, essa técnica produz pds extremamente leves, muito volu-
mosos e com elevada higroscopicidade o que a torna pouco utilizada na industria de
fitoterapicos. A grande porosidade e, consequentemente, a facilidade de dissolucao sao as
principais caracteristicas dos extratos secos liofilizados. No entanto, a ampla faixa de distribui-
¢do granulométrica e a falta de uniformidade de forma das particulas exigem etapas de
processamento posteriores, tais como trituracdo e classificacao. Assim, essas desvantagens
associadas ao custo elevado de sua utilizacao limitam o emprego dessa técnica (LIST & SCHMIDT,
1989; WENDEL & CELIC, 1998).

- Leito fluidizado (Auidized bed) ou leito de jorro (spouted bed): tem como principio a
circulacdo de ar quente através de um leito de sélidos de modo que estes fiqguem suspensos no
ar ou fluidizados. Esse sistema de secagem esta entre os mais utilizados para secar solidos
particulados, suspensdes, polpas e pastas. No entanto, apresenta pouca aplicabilidade comer-
cial para secagem de liquidos ou solucbes, uma vez que, nesse caso, exige a utilizacao de
particulas inertes. Dessa forma, esse equipamento, é mais utilizado, industrialmente, no reves-
timento de particulas e obtencdo de granulados (PETROVICK et a/, 2006). Apesar de essa técni-
ca apresentar vantagens, tais como calor elevado e altas taxas de transferéncia de massa entre
os soélidos produzidos e o ar quente, o que conduz a baixos tempos de secagem, permitindo a
obtencao de produtos secos, utilizando um equipamento de volume e drea muito menor que
outros secadores, com menores investimentos, baixos custos operacionais e, portanto, apre-
sentar economia competitiva frente a outros equipamentos de secagem, inclusive, ao spray-
dryer, por outro lado, a aplicabilidade dos secadores de leito fluidizado ou leito de jorro com
particulas inertes é limitada devido a necessidade de alta velocidade do gas para fluidificar o
leito de particulas inertes relativamente grandes e pesados, isso resulta em restricdes do design
e aumento do consumo de energia pela exigéncia de ventiladores de alta pressao e alta capa-
cidade (CABRAL et a/, 2007).

Assim, na obtencao de extratos secos, a técnica e as condicdes de secagem devem ser
estabelecidas de acordo com a constituicdo quimica do material a secar, bem como com as
caracteristicas desejadas ao produto acabado. Dessa forma, a selecdo apropriada do equipa-
mento e parametros de secagem e a prévia incorporacao de adjuvantes farmacéuticos com
alto poder de sorcao a matéria-prima vegetal liquida sdao algumas das medidas que podem
melhorar as caracteristicas tecnoldgicas dos produtos secos obtidos (PALMA et a/, 1999; DE



SOUZA et al, 2000a).

Na obtencdo de extratos secos vegetais, a utilizacdo de adjuvantes de secagem tem
sido fator primordial para a otimizacdao da operacdo de secagem, pois estes atuam tanto no
aumento do rendimento como no asseguramento da estabilidade do produto obtido. Vérios
trabalhos, utilizando diferentes adjuvantes de secagem, evidenciam a necessidade deles para
aumentar o rendimento, bem como para a definicdo e a melhoria das caracteristicas tecnolégicas
do produto obtido (JACOB et a/, 1976; CASADEIBAG, 1987; BASSANI, 1990; GONZALEZ ORTEGA
& SCHMIDT, 1995). Dentre os adjuvantes de secagem que oferecem melhores perspectivas
tecnoldgicas, destacam-se goma arabica, ciclodextrinas, celulose microcristalina, hidroxiapatita,
fosfato tricalcico e diéxido de silicio coloidal (BASSANI, 1990; GONZALEZ ORTEGA & SCHMIDT,
1995; DE SOUZA, 1997).

CARACTERISTICAS TECNOLOGICAS DE EXTRATOS SECOS VEGETAIS:
ALGUNS EXEMPLOS

Carvalho (1997) avaliou tecnologicamente a influéncia do adjuvante farmacéutico
dioxido de silicio coloidal (Aerosil 200°) na caracteristica final do produto seco nebulizado de M.
ilicifolia, observando que a sua adicdo, como adjuvante de secagem, melhorou as caracteristi-
cas fisico-quimicas dos produtos, os quais apresentaram menor tendéncia a absorcao de umi-
dade, melhor aspecto pulvéreo e auséncia de aglomerados. Em estudo farmacolégico, verifi-
cou-se que os produtos secos nebulizados apresentaram manutencao da atividade bioldgica,
proposta para M. ilicifolia, sugerindo que a operacao de secagem nao interfere nos constituin-
tes responsaveis pelo efeito farmacolégico dessa espécie vegetal.

Martins (1998), comparando o produto seco de M. /licifolia obtido pela técnica de seca-
gem por aspersao com a técnica de liofilizacao, avaliou a influéncia do método de secagem no
teor da fracdo tanante e atividade farmacoldgica antitlcera em ratos Wistar, a autora observou
gue apesar de o produto liofilizado possuir maior teor de fracdo tanante e maior atividade
farmacoldgica que o produto seco nebulizado, este Ultimo apresentou, também, resultado
bastante promissor, superando o liofilizado por suas melhores caracteristicas tecnolégicas.

De Souza e colaboradores (2000a) utilizaram a técnica de secagem por aspersao para
elaboracao de um produto seco de Passiflora edulis Sims. Utilizando dois adjuvantes de seca-
gem, Aerosil® 200 e Gelita-Sol-P®, isolados e em misturas, verificaram que o produto seco por
aspersao, preparado somente com Aerosil® 200, foi o que apresentou melhores caracteristicas
tecnoldgicas, principalmente no que se refere ao comportamento frente a umidade.

Liu e colaboradores (2010) avaliaram as caracteristicas de extrato seco de Panax
notoginseng (Burkill) F.H. Chen ex C.H. Chow obtidos por diferentes métodos de secagem (cin-
tos de secagem a vacuo - VBD, secagem por asperséo - SD, liofilizacdo - FD e secagem a vacuo —
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VD) e observaram que as caracteristicas dos produtos secos obtidos foram influenciadas, dire-
tamente, pelos diferentes métodos de secagem, conforme descrito na tabela 2.

TABELA 2: Propriedades de extrato seco de Panax notoginseng obtidos por diferentes métodos
de secagem (LIU et a/, 2010).

Tempo de secagem (h) 0,5 0,01 24 28

Umidade (m/m) 0,01 6,72 4,40 16,10
Densidade bruta (g/cm3) 24 0,316 0,389 0,694
Densidade de compactacao (g/cm3) 28 1,215 1,270 1,218
Porosidade 0,715 0,740 0,694 0,457

Conteudo de saponinas

Notoginsenosideo R1 (mg) 11,03 12,08 11,08 11,97
Ginsenosideos Re (mg) 0,65 0,69 0,66 0,70
Ginsenosideos Rg1 (mg) 75,24 79,00 75,30 75,20
Ginsenosideos Rb1 (mg) 66,94 70,54 67,61 67,91
Ginsenosideos Rd (mg) 10,53 10,62 10,64 10,93
Atividade antiradical livre ++++ +++ + ++

VBD - cintos de secagem a vacuo; SD — secagem por aspersao; FD - liofilizagao; VD - secagem a vacuo. +baixa,
++média, +++ alta, ++++muito alta

Neste estudo, os autores concluiram que, apesar de todos os métodos de secagem
originarem extratos secos de 2 notoginseng com boas qualidades, o cinto de secagem a vacuo
foi a técnica mais eficiente, considerando o menor tempo de secagem, baixa umidade do
produto final e superior atividade antirradical livre.

Outro grupo de pesquisadores, avaliando diferentes métodos de secagem (liofilizacao e
estufa a vacuo) na producao de extratos secos vegetais de sementes de Glinus /otoides L.,
obtidas a partir de diversas solucdes extrativas com diferentes proporcdes de metanol:dgua,
demonstrou pobre reologia e instabilidade de empacotamento nos extratos secos obtidos
(ENDALE et al, 2004).



OBTENCAO DE COMPRIMIDOS A PARTIR DE EXTRATOS SECOS VEGETAIS

Comprimidos sao formas farmacéuticas sélidas obtidas pela aplicacdo de uma pressao
externa forcando com que as particulas se rearranjem e deformem-se até se tornar uma massa
coesa. A aplicacdo de uma pressdo na formulacdo, no estado pulvério, resulta na transmissao
dessa forca no interior do leito de pé, através de pontos de contato interparticulares, culminan-
do com um estado de saturacao de resisténcia estrutural e alteracao volumétrica ou deforma-
¢ao. A deformacao, dependendo das caracteristicas do material, da forca aplicada e do tempo
de sua manutencao, pode ser classificada como e/dstica, quando a alteracdao volumétrica causa-
da pela saturacdo estrutural volta a situacdo normal apds a retirada da pressdo; p/dstica, quando
nao ha recuperacdo volumétrica total; ou de ruptura, quando a alteracao provoca fraturas estru-
turais (WRAY, 1992; CARSTENSEN et a/, 1993; SOARES & PETROVICK, 1999).

Os fatores do material a comprimir, relacionados com a consolidacdo sob pressao, sao,
primariamente, os mecanismos de ligacdo e a area de superficie na qual as forcas de ligacao
estao ativas e, secundariamente, tamanho, forma, textura de superficie e tipo de deformacao
das particulas que compéem o leito pulvério a ser comprimido (NYSTROM et a/, 1993). As
propriedades fisicas do material influenciam, principalmente, o empacotamento e a coesao,
fatores primordiais para a consolidacdo da massa compactada (WRAY, 1992; VOIGT, 1993; SOA-
RES & PETROVICK, 1999).

Até o final dos anos 50, a maioria dos comprimidos era produzida a partir de granulados,
cujo propésito basico era obter misturas de substancias ativas e adjuvantes com fluxo livre e
compressivel. Basicamente, a operacao de granulacao é dividida em via seca, quando o agente
efetor é a pressdo; e via imida, quando o agente efetor é um solvente ou liquido. A granulagéo
por via umida tem aplicacdo limitada, face a termoinstabilidade de diversas substancias ativas.
Por outro lado, a granulacdo por via seca, embora contornando a etapa de secagem, envolve
problemas tecnolégicos relacionados com a estabilidade estrutural das formulacdes e com a
eficacia dos adjuvantes (LE HIR, 1995). No entanto, com o avanco tecnoldgico, surgiram novos
adjuvantes, principalmente com propriedades multifuncionais, permitindo que os comprimi-
dos fossem produzidos por um procedimento muito mais simples, chamado compressao dire-
ta (MORETON, 1996).

A técnica de compressao direta consiste na compactacdo de farmacos pulveriformes
ou misturas desses com adjuvantes, dispensando as etapas de granulagéo. Trés tipos de ligacao
estao, normalmente, envolvidos nessa técnica: forcas intermoleculares, pontes sélidas e entre-
lacamentos mecanicos, sendo todos dependentes da textura da superficie e forma das particu-
las (ADOLFSSON & NYSTROM, 1996).

Porém, a obtencao de comprimidos através da técnica de compressao direta apresenta
alguns problemas inerentes as caracteristicas da prépria formulacdo pulvérea, tais como es-
cassa capacidade de fluxo, possibilidade de aderéncia as ferramentas de compressdo e baixa
coesdo, ligada a sua reduzida area superficial que diminui, consideravelmente, os pontos de
contato no momento da compressao. Esses problemas podem ser contornados pela selecao
apropriada da forma e faixa granulométrica das particulas que compdem a formulacao, através
de dispositivos mecanicos (elevada forca de compressao e acessorios que facilitem o enchi-

FARMACOGNOSIA

3

N
O



3

wn

| FARMACOGNOSIA

0

mento das matrizes) e, também, mais comumente utilizado, mediante o emprego de adjuvantes
tecnoloégicos de maior eficiéncia (VOIGT, 1993; VILA JATO, 1997; AULTON, 2005).

Apesar das inumeras vantagens da compressdo direta sobre a compressao via
granulacdo, principalmente, devido a economia de tempo e menores gastos, de modo geral,
poucos sao os farmacos que podem ser comprimidos diretamente. Essa propriedade depende
das caracteristicas fisicas do material, destacando-se seu sistema de cristalizagdo, o qual
condiciona a capacidade de deformacao pldstica e coesao particular (VILA JATO, 1997; AULTON,
2005).

Nesse sentido, as deficientes propriedades tecnolégicas dos extratos secos vegetais,
associadas ao fato de que, geralmente, as substancias ativas estao diluidas na matriz vegetal,
sendo, portanto, necessarias doses elevadas de extratos secos para alcancar o efeito
farmacoldgico desejado, dificultam consideravelmente a operacdo de compactacao, tornando
a compressdo direta praticamente impossivel (LIST & SCHMIDT, 1989; PALMA et a/, 1999; DE
SOUZA et al/, 2000). Sendo assim, a selecdo apropriada dos adjuvantes farmacéuticos, bem
como da técnica de compressao representam condicdo essencial para obtencdo de comprimi-
dos a partir de extratos vegetais, influenciando diretamente nas caracteristicas do produto final
(PLAIZIER-VERCAMMEN & BRUWIER, 1986; VENNAT et a/, 1993; GONZALEZ ORTEGA & SCHMIDT,
1995; PETROVICK et a/, 1995; RENOUX et al, 1996; LINDEN, 1998; DE SOUZA, 2000; SOARES,
2002).

Plaizier-Vercammen & Bruwier (1986), avaliando a influéncia de adjuvantes na com-
pressao direta de extrato seco de Harpagophytum procumbens DC. ex Meisn., observaram
gue, mesmo com a utilizacdo de adjuvantes tecnolégicos, as formulagdes apresentavam eleva-
da aderéncia as ferramentas de compressao, dificultando a obtencdo dos comprimidos. Os
comprimidos obtidos apresentaram-se altamente higroscépicos, sugerindo a necessidade de
um revestimento para protecao contra umidade. Fenédmeno semelhante foi observado por De
Souza (1999) e Couto e colaboradores (2000) na compressao direta de extrato seco por asper-
sdo de Maytenus ilicifolia e Phyllanthus niruri, respectivamente. Os autores concluiram que,
além da higroscopicidade, os produtos compactados obtidos nao apresentaram caracteristicas
tecnolégicas adequadas para uma forma farmacéutica do comprimido, porém sendo viaveis
para utilizacdo como produtos intermediarios para granulagao por via seca.

Plaizier-Vercammen e colaboradores (1991), estudando a acdao do Emcocel® 50 e
Emcocel® 90, adjuvantes derivados da celulose microcristalina, na compressao direta de extra-
to seco de Equisetum arvense L., verificaram uma grande segregacdo de particulas refletida na
variacdo de peso dos comprimidos, além disso, observaram que a friabilidade e o tempo de
desintegracao deles dependeram tanto dos adjuvantes como da forca de compressao aplicada.

Os problemas relativos a elevada higroscopia dos extratos foram estudados por Plaizier-
Vercammen & De Neve (1993) que avaliaram, comparativamente, as alteracdes sofridas por
comprimidos placebos e outros com caracteristicas similares contendo extrato seco de
Taraxacum F.H. Wigg., submetidos a ambientes de diferentes umidades relativas (UR%). Os
autores observaram que os filmes de revestimentos utilizados para protecao contra umidade
mostraram eficacia somente para os placebos, pois a elevada higroscopicidade do extrato seco



foi responsavel pelo aumento da fragilidade dos comprimidos em ambientes com UR% acima
de 22 %.

Peréz (1995), estudando o comportamento de compressao de granulados contendo
polimetacrilatos, Eudragit® E e Eudragit® RS, observou que os granulados, mesmo contendo
proporc¢des reduzidas dos polimeros, apresentaram significativas melhoras em suas proprie-
dades reoldgicas. Todas as formula¢ées originaram comprimidos com adequadas propriedades
mecanicas e com velocidade de dissolucao dependente da proporcao de polimero emprega-
da e da forca de compressao aplicada. O revestimento dos comprimidos com uma pelicula de
Eudragit® E permitiu sua conservacao, durante um ano, a temperatura ambiente, sem apresen-
tarem alteracdes consideraveis no peso ou no contetido de substancias quimicas.

O emprego de altos teores de extratos secos vegetais e, em certos casos, a precaria
estabilidade de alguns de seus componentes podem inviabilizar a utilizacao da granulacao por
via Umida (PLAIZIER-VERCAMMEN & BRUWIER, 1986; LIST & SCHMIDT, 1989; VENNAT et al, 1993).
Por conseguinte, a maioria dos trabalhos descritos na literatura indica a granulacgao por via seca,
seguida do revestimento com pelicula, como técnica alternativa na obtencdo de produtos
intermediarios para a tecnologia de comprimidos contendo extratos secos vegetais (PLAIZIER-
VERCAMMEN & BRUWIER, 1986; PLAIZIER-VERCAMMEN et a/, 1991; PEREZ, 1995; DE SOUZA,
1999; COUTO, 2000; DE SOUZA, 2004; DE SOUZA et al. 2009; PETROVICK et a/, 2009).

Eggelkraut-Gottanka e colaboradores (2002a), estudando a compressao de granulados
de extratos secos obtidos a partir da erva de Sao Jodo, concluiram que comprimidos que conti-
nham o extrato seco na forma granulada apresentaram tempo de desintegracdo cerca de trés
vezes menor que os comprimidos elaborados com o extrato na forma de pd, além do mais,
estudos de dissolucédo revelaram que a hiperforina, a hipericina e a rutina foram mais rapida-
mente liberadas dos comprimidos que continham o extrato na forma granulada. Em outro
estudo, os mesmos autores verificaram que um aumento da concentracao de estearato de
magnésio incorporado nos granulados, como fase interna, reduz sua influéncia negativa no
tempo de desintegracdo dos comprimidos, mantendo, no entanto, sua funcao de lubrificante
(EGGELKRAUT-GOTTANKA et a/, 2002b).

Além das propriedades relacionadas aos componentes da formulacdao do comprimido,
0 processo de compressao propriamente dito apresenta varidveis capazes de causar altera-
¢oes importantes sobre a qualidade dos comprimidos. Tal fen6meno ganha importancia, espe-
cialmente, na passagem de escala de producdo ou no emprego de maquinas de comprimir
rotativas as quais operam em maiores velocidades que as alternativas.

Soares e colaboradores (2003), quando avaliaram o efeito da forca e da velocidade de
compressao sobre as propriedades de comprimidos contendo alta concentracao de extrato
seco de Maytenus ilicifolia, obtido através de secagem por aspersao, observaram que as pro-
priedades mecanicas dos comprimidos, tais como dureza e friabilidade, foram sensiveis ape-
nas a forca aplicada, enquanto que o tempo de desintegracao foi influenciado por ambas vari-
aveis independentes avaliadas. O estudo demonstrou que, enquanto a forca de compressao
proporcionou aumento nos valores do tempo de desintegracao, o aumento da velocidade de
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compressao, ou seja, a reducao no tempo de aplicacao de forca, diminuiu, significativamente,
o tempo de desintegracao dos comprimidos. Tal comportamento pode ser explicado pelo
mecanismo de reducao de volume da formulacao durante a compressao, uma vez que compri-
midos que foram submetidos a aplicacdo de forca por menor tempo apresentaram maior
porosidade e, portanto, a penetracao de fluidos pode ter sido favorecida, explicando o fenéme-
no de reducao do tempo de desintegracao desses comprimidos.

Dessa forma, para a obtencdo de comprimidos, o tipo de maquinario a ser utilizado e a
técnica de compressao a ser empregada devem ser adequadamente selecionados em funcao
da formulacédo a ser comprimida, bem como das caracteristicas desejadas ao produto acabado.
Spaniol e colaboradores (2009), ao avaliarem o comportamento compressional de granulados
contendo alto teor de extrato seco por aspersao de Phyllanthus niruriem diferentes maquinas
de comprimir, excéntrica e rotativa, observaram que, apesar de a diferenca de construcdo e o
funcionamento das maquinas ndo terem influenciado no tempo de desintegracéo e no perfil de
dissolucdao dos comprimidos obtidos, os comprimidos apresentaram distingdes quanto aos
demais parametros de qualidade, tais como resisténcia a tensdo, recuperacao elastica,
pororsidade e densidade aparentes.

Bica (2009), comparando as caracteriticas tecnolégicas de comprimidos obtidos via
granulacdo em maquina de comprimir rotativa, a partir de diferentes extratos secos por asper-
sao de Achyrocline satureioides (Lam.) DC., observou que, apesar de ambos os comprimidos
apresentarem indicio de percolacao, eles demonstraram boas propriedades mecanicas, baixo
tempo de desintegracdo e uniformidade de conteddo. No entanto, as propriedades fisicas e
mecanicas dos comprimidos oriundos de diferentes extratos secos foram diretamente influen-
ciadas pela velocidade de rotacdao empregada no ciclo compressional.

Com relagdo a sensibilidade a umidade, caracteristica inerente a maioria dos extratos
secos vegetais, independente do método de secagem utilizado na sua obtencao, a granulacao
do produto, além da diminuicdo da area superficial, pode nao oferecer maior protecao ao extra-
to seco (ONUNKWO & UDELA, 1995). Porém, a adicdo de adjuvantes na formula¢do além de
auxiliar no processo de granulacao, pode funcionar como agente protetor contra a umidade
(DIAZ et al., 1996). A utilizacao da resina acrilica Eudragit E como aglutinante na granulacio via
umida demonstrou diminuir a higroscopicidade de granulos contendo extratos secos vegetais,
constituindo uma estratégia tecnoldgica interessante (DIAZ et a/, 1996).

Semelhante resultado foi encontrado por De Souza et a/. (2009), que avaliaram a viabili-
dade de obtencao de granulados por via seca e por via Umida, neste ultimo caso utilizando uma
solucao de Eudragit E em acetona (12,5% m/v) como liquido de aglutinacgao, visando ao aumen-
to da resisténcia a umidade do produto e melhora das caracteristicas compressionais. Os resul-
tados demostraram que ambas as técnicas de granulacdo originaram produtos com caracteris-
ticas tecnoldgicas satisfatérias, revelando que essas propriedades foram influenciadas pela
técnica de granulacdo. Os granulados obtidos por via iUmida apresentaram densidade bruta e
de compactacéo significativamente menor que os granulados obtidos por via seca, o que é
inerente a propria técnica de granulacao (LIEBERMAN et a/, 1989).



REVESTIMENTO DE COMPRIMIDOS CONTENDO EXTRATOS VEGETAIS

Poucos sao os estudos de revestimento em comprimidos contendo extratos secos ve-
getais, 0 que, no entanto, apresenta-se como uma estratégia interessante na protecao contra
umidade atmosférica e aumento da estabilidade. Schmidt & Soyke (1992) estudaram a viabili-
dade de revestimento com polimeros de extratos secos de camomila (Matricaria recutital.), a
fim de proteger a matricina, principal componente ativo, das influéncias ambientais. Os
polimeros utilizados foram derivados da celulose, polimetacrilatos e copolimeros. Dentre es-
ses, foram empregados polimeros de revestimentos gastrossoltveis (Eudragit-E-100°, Kollidon-
VA-64°, Pharmacoat-603°, Resomere®), de revestimento enterossoltveis (Eudragit-L-100°,
Aquacoat®) e filmégenos que provocam a difusao por membrana (Ethocel-7°). Através de um
estudo preliminar, os autores observaram que a decomposicdo da matricina é acelerada por
polimeros contendo grupos carboxilicos, pelo contrario, filmes sem esses grupamentos, parti-
cularmente de etolose (Ethocel-7°) e derivados basicos de polimetacrilato (Eudragit-E-100°),
aumentam a estabilidade da matricina. O revestimento do extrato seco de camomila mostrou
um aumento da meia vida da matricina em mais de 50% em relacao ao extrato ndo revestido.

Pérez (1995), estudando a estabilidade de comprimidos de extrato seco de Plantago
lanceolata L. revestidos com Eudragit E-100 ® e armazenados em ambiente com umidade
relativa controlada de 50%, concluiu que, por um periodo de um ano, nao houve modificacao
consideravel dos perfis de liberacdo dos comprimidos, nem alteracdo do conteldo de
glicosideos iridoides, considerados as substancias ativas do extrato.

Jeko e colaboradores (1999) compararam diferentes filmes de revestimentos para com-
primidos contendo extrato seco de sene (Cassia angustifoliaVahl). Dentre os filmdgenos testa-
dos, os mais eficazes em aumentar a estabilidade dos comprimidos frente a alteracbes ambientais
foram a dispersdo aquosa de etolose e a dispersao aquosa de acido polimetacrilico, sendo a
eficacia de revestimento atribuida a hidrofobicidade desses polimeros.

CONSIDERAGOES FINAIS

O desenvolvimento tecnolégico de medicamento pressupde o dominio de todas as
etapas envolvidas na sua producao, centralizadas na sua finalidade de uso e correlacionadas
com o desenho proposto da forma farmacéutica. No caso de medicamentos oriundos de plan-
tas medicinais, fitoterapicos, as etapas de desenvolvimento do produto devem atender as
especificidades das matérias-primas, produto intermediario e finais, bem como as fases do
processamento (BRASIL, 2010).

A sensibilidade frente a umidade atmosférica e deficientes propriedades reoldgicas,
fluidez e compressibilidade sao fatores, caracteristicos de extratos secos vegetais, que dificul-
tam o desenvolvimento de formas farmacéuticas sélidas, principalmente quando contém alto
teor desses produtos (ROCKSLOH et al, 1999). Dessa forma, o emprego da granulagdo tem se
mostrado como uma possivel alternativa para contornar esses problemas (PLAIZIER-
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VERCAMMEN & BRUWIER, 1986; DIAZ et al, 1996; COUTO, 2000, SOARES et a/, 2005a; SOARES et
al, 2005b; DE SOUZA et al, 2007). No entanto, apesar de a granulacao viabilizar a obtencdo de
comprimidos, contendo alto teor de extrato seco, com satisfatérias caracteristicas tecnoldégicas,
a alta sensibilidade a umidade atmosférica permanece, fato inerente a elevada concentracao
do produto seco na formulagao (COUTO, 2000; SOARES, 2002, DE SOUZA, 2004).

Assim, o revestimento de comprimidos pode representar uma alternativa tecnolégica
a fim de proteger o extrato seco contra a umidade ambiental. Nesse sentido, o polimero Eudragit
E, resina acrilica gastrossolivel, tem sido bastante empregado como filmégeno de revesti-
mento (BAUER et a/, 1998). De Souza et a/. (2005), avaliando a viabilidade de utilizacdo desse
polimero no revestimento de comprimidos contendo extrato seco por aspersao de Phyllanthus
niruri, que visa apenas a protecdo contra umidade, demonstraram que os comprimidos reves-
tidos produzidos apresentaram adequadas caracteristicas tecnolégicas, homogeneidade de
conteudo, além de o filmdgeno ser capaz de causar uma protecao a umidade sem alteracao do
perfil de cedéncia do produto seco por aspersdo e do tempo de desintegracao. Dessa forma, o
revestimento dos comprimidos contendo extrato seco vegetal demonstra boas perspectivas
no sentido de aumentar sua estabilidade frente a variacdes de umidade atmosféricas.
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m meados de 2008, um grupo de pesquisadores da area de

Farmacia, coordenado pelos professores Ivan da Rocha Pitta e

Dulcinéia Saes Parra Abdalla, langou-se no desafio de organizar
um dos maiores grupos para participar dos Institutos Nacionais de Ciéncia e
Tecnologia. Essa iniciativa tem como missdo desenvolver, internalizar e
difundir praticas cientificas e tecnoldgicas capazes de superar as fragilidades
e lacunas da cadeia inovativa e produtiva farmacéutica, propondo mecanismos
operacionais capazes de viabilizar a transformacdo de resultados cientificos
promissores em resultados econémicos efetivos com impactos sociais. Nessa
missdo, um espago significativo foi destinado a formagao de recursos
humanos e difusdo do conhecimento. Hoje o instituto conta com mais de 400
pesquisadores organizados em oito redes tematicas, sendo uma delas a de
Produtos Naturais Bioativos (PNBio). Considerando a constante necessidade
de novas informag¢des de pesquisa dos Biomas Nacionais e dos grupos
brasileiros que atuam na area de Farmacia com Plantas Medicinais, a PNBio
teve como uma de suas metas iniciais compilar informag¢des em uma colegao
de livros com os objetivos de informacao e ensino. Nesta edigdo, os leitores
terdo acesso a algumas coletaneas realizados, por pesquisadores da area,
vinculados ao INCT, versando sobre atividade de plantas do Brasil.
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